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ABSTRAKT
Důležitou součástí nápojů jsou jednoduché sacharidy, proto se tato diplomová práce zaměřuje 
na  tuto  problematiku.  Teoretická  část  se  věnuje  popisu  vlastností,  výrobě,  metabolismu 
a využití jednoduchých sacharidů jako je glukosa, fruktosa a sacharosa. Je zde také uvedena 
definice  nápojů  a  jejich  hlavních  dělení.  Z  literární  rešerše  vychází  experimentální  část 
zabývající  se  analýzou  vybraných  nápojů  vysokoúčinnou  kapalinovou  chromatografií 
s refraktometrickou detekcí na kolonách vázanou alkylovou nebo ionexovou fází. V závěru 
byly výsledky stanovení porovnány a komentovány. 
V dnešní době je kladen důraz na správnou funkci zažívacího traktu. Významným faktorem, 
který  podporuje  střevní  mikroflóru,  je  prebiotický  sacharid,  jejíž  vlastnosti,  výroba, 
metabolizace v těle a případné využití je taktéž uvedena v části rešeršní. V experimentální 
části  je  uvedena možná optimalizace analýzy vzorků s obsahem tagatosy na obou typech 
kolon v systému HPLC. Výsledek je opět komentován v závěru práce.  
ABSTRAKT
An important part of the drinks are simple carbohydrates, because this thesis focuses on this 
issue. The theoretical part describes the characteristics , production , metabolism and the use 
of simple carbohydrates such as glucose, fructose and sucrose. There is also the definition of 
drinks and their main divisions. The literature review is based on the experimental part of 
analyzing selected beverages by high performance liquid chromatography with refractometric 
detection coupled to columns or alkyl ion-exchange phases. In conclusion, the results were 
compared to determine and comment .
Nowadays the emphasis is  on the correct functioning of the digestive tract.  An important 
factor  that  supports  the intestinal  microflora  is  a  prebiotic  carbohydrate  -  tagatosa  whose 
properties , production, metabolism in the body and any use is also included in the search. 
In the  experimental  part  is  listed  possible  optimization  analysis  of  samples  containing 
tagatosy on both types of columns in the HPLC system. The result is again commented in 
conclusion. 
KLÍČOVÁ SLOVA
Glukosa, fruktosa, sacharosa, tagatosa, HPLC, víno, bezová šťáva.
KEYWORDS
Glucose, fructose, sucrose, tagatosa, HPLC, wine, elderberry juice. 
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 1 TEORETICKÁ ČÁST
 1.1 Úvod do problematiky
Nápoje  jsou  nedílnou částí  naší  potravy,  proto  je  nutné  dbát  na  složení.  Potravinářský 
průmysl  hledá možnosti  jak  udělat  nápoj  atraktivnější,  sladší,  barevnější  a  s  novou chutí. 
K tomu je potřebná pečlivá analytická kontrola všech složek, které nápoj tvoří. Proto je tato 
práce  zaměřena  na  analytickou  kontrolu  přítomnosti  jednoduchých  sacharidů  v  různých 
nápojích. Věnuje se problému doslazování vín, hledání nových alternativ pro výrobu džusů 
z černého bezu a možnostem separace prebiotického sacharidu tagatosy. 
Podle  platné  legislativy,  Nařízení  rady  (ES)  č.  1493/1999  ze  dne  17.  května  1999 
o společné  organizaci  trhu  s  vínem,  je  možné  víno  obohatit  sacharosou,  zahuštěným 
hroznovým moštem nebo rektifikovaným moštovým koncentrátem (nesmí se však navzájem 
kombinovat) pouze u čerstvých vinných hroznů, částečně zkvašeného hroznového moštu nebo 
mladého vína v procesu kvašení [1]. Sacharosa se rozkládá a během fermentace jsou glukosa 
a  později  i  fruktosa  metabolizovány  kvasinkami  na  ethanol  a  další  vedlejší  produkty. 
Po ukončení kvasného procesu se do hotového vína již sacharosa přidávat nesmí. Kyselé pH 
vína by však mělo zajistit inverzi sacharosy na oba monosacharidy, z nichž je tvořena, ať již 
bylo víno doslazeno sacharosou povoleným či nepovoleným způsobem (tedy před ukončením 
kvašení nebo až do hotového vína). Opakované pozitivní nálezy sacharosy v lahvovaném víně 
odebraném z obchodní sítě naznačují, že tomu tak ve všech případech nemusí být.  Proto byl 
Ústav  chemie  potravin  a  biotechnologie  požádán  Státní  zemědělskou  a  potravinářskou 
inspekcí v Brně,  která kontroly vín provádí,  o nezávislou analýzu sady vín na přítomnost 
sacharosy. 
Trendem  potravinářského  průmyslu  je  hledat  nové  zdravé  zdroje  vhodné  pro  výrobu 
nápojů. Tím by mohly být plody černého bezu. Bezinková šťáva obsahuje mimo sacharidů 
i kyselinu jablečnou, pektiny, třísloviny, vitamíny skupiny B, C, vápník a vysokou koncentraci 
anthokyanových barviv.  Má příznivý vliv na imunitní systém člověka,  pozitivně ovlivňuje 
jeho kardiovaskulární systém, působí antiskleroticky a regeneruje jaterní buňky [2].
V současné době je mnoho zdravotních problémů spojené s nadměrnou konzumací vysoce 
energetických  sladidel.  Proto  se  potravináři  snaží  tato  sladidla  nahradit  jinými, 
nízkokalorickými s řadou dalších příznivých účinků jako má tagatosa. Kromě sladké chuti 
působí jako prebiotikum. Jeho nevýhodou je prozatím nedostatečně propracovaný  systém pro 
analýzu potravin, které by ji mohly obsahovat. 
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 1.2 Glukosa
 1.2.1 Výskyt glukosy v přírodě
Volná  D-glukosa,  zvaná  hroznový  cukr,  škrobový  cukr  nebo  dextrosa,  je  hlavní 
monosacharid většiny potravin. Nejvýznamněji se vyskytuje v medu, viz Tab 1, také v ovoci
a  zelenině,  viz Tab  2.  V mléku  a  mléčných  výrobcích  se  vyskytuje  jen  ve  velmi  malém 
množství.  Ve vejcích  glukosa  tvoří  98  %  veškerých  volných  sacharidů  v  bílku.  Je  také 
obsažena v krvi a to okolo 0,1 % a u lidí s cukrovkou je glukosa obsažena i v moči. 
Glukosa je  stavební  jednotkou mnoha oligosacharidů,  např.  maltosy,  sacharosy,  laktosy 
a také polysacharidů, př. škrobu a glykogenu [3,4,5].
Tab 1: Obsah fruktosy, glukosy a sacharosy v medu (v %) [3].
Složka Průměrný obsah Rozmezí hodnot
fruktosa 38,2 27,3-44,3
glukosa 31,3 22,0-40,8
sacharosa 1,3 0,3-7,6
Tab 2: Obsah glukosy, fruktosy a sacharosy v ovoci a zelenině (% v jedlém podílu) [3].
Glukosa Fruktosa Sacharosa
Ovoce
jablka 1,8 5,0 2,4
hrušky 2,2 6,0 1,1
třešně 5,5 6,1 0,0
jahody 2,6 2,3 1,3
rybíz červený 2,3 1,0 0,2
rybíz černý 2,4 3,7 0,6
citrony 0,5 0,9 0,2
Zelenina
brokolice 0,73 0,67 0,42
špenát 0,09 0,04 0,06
mrkev 0,85 0,85 4,24
okurka 0,86 0,86 0,06
rajčata 1,12 1,34 0,01
cibule 2,07 1,09 0,89
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 1.2.2 Fyzikální a senzorické vlastnosti
Latinsky  glykys znamená  sladký.  Glukosa  je  tedy  bílá  krystalická  látka  sladké  chuti,
bez zápachu, dobře rozpustná ve vodě. Její vlastnosti jsou uvedeny v Tab 3.
Tab 3: Fyzikální vlastnosti glukosy [6,7,8].
Název Glukosa
obchodní názvy dextrosol, glucolin, dextropur, aj.
barva bílá
stav za normálních podmínek pevná, prášková forma
hustota 1,5620 g.cm-3
teplota tání 146-150 °C
teplota varu rozkládá se
rozpustnost ve vodě 1 200 g.l-1
 1.2.3 Chemické vlastnosti
Systematický název glukosy je 6-(hydroxymethyl)oxan-2,3,4,5-tetraol, sumárním vzorcem 
C6H1206  a  molekulovou  hmotností  180,155  g.mol-1.  Glukosa  existuje  ve  dvou  formách, 
enantiomerech.  D-enantiomer  se  v  přírodě  běžně  vyskytuje,  zatímco  L-enantiomer 
se nevyskytuje přirozeně, jejich strukturní vzorce viz Obr 1. 
Obr 1: L-enantiomer a D-enantiomer glukosy [3]
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Jako každá  chemická  látka  má také  glukosa  své  identifikační  číslo  CAS,  které  je  pro 
enantiomery  odlišné,  D-glukosa  jej  má  50-99-7.  Sladivost  glukosy  se  odvíjí  od  hodnoty 
sacharosy, která je považována za jednotkovou. Od toho byla sladivost glukosy vyhodnocena 
senzorickou technikou na rozmezí 0,5-0,8 sladivosti sacharosy. Stejně jako ostatní jednoduché 
cyklické formy monosacharidů podléhá i glukosa mutarotaci.
Glukosa  se  řadí  mezi  sacharidy  redukující,  čehož  se  v  minulosti  využívalo  ke 
kvalitativnímu a  kvantitativnímu stanovení  cukrů  v  roztoku,  obzvláště  při  vyšetření  moči 
pacientů při cukrovce. 
Průmyslově významnou reakcí glukosy je hydrogenace vodíkem, při níž vzniká sorbitol 
Ten je v současné době využíván jako náhradní sladidlo. [3,5,9].
 1.2.4 Výroba glukosy
Výchozí  surovinou  pro  výrobu  glukosy  je  hojně  se  vyskytující  škrob.  Škrob  je  poly-
sacharid, který je složen z glukosových jednotek. Technologie výroby je dvojí. 
 1.2.4.1 Hydrolýza škrobu v kyselém prostředí
Vychází se ze suspenze škrobu, která se naředí na 20-25 %. Přivede se do zcukřovače. 
Následuje samotná kyselá hydrolýza, při které se využívá vysoké katalytické aktivity kyseliny 
chlorovodíkové. Používá se 0,50-0,65 % roztok kyseliny na hmotnost sušiny škrobu. Směs
se zahřeje vodní parou o přetlaku 0,32-0,55 MPa na teplotu 138-147 °C. Kyselá hydrolýza 
probíhá  15-25  minut.  Poté  se  hydrolyzát  neutralizuje  pomocí  ekvimolárního  množství 
uhličitanu  sodného  nebo  nadbytkem  uhličitanu  barnatého  na  pH  4,7-5,0.  Po  dokončení 
neutralizace  probíhá  filtrace  a  odbarvení  sirupu.  Pro  zahuštění  se  používají   trojčlenné 
odparky  a  podle  výchozího  sirupu  se  volí  teplota  odpařování.  Po  zahuštění  dochází
ke  krystalizaci  ve  chlazených  krystalizátorech  z  přesyceného  roztoku.  Aby se  vykrys-
talizovaná  glukosa  oddělila  od  roztoku  používají  se  odstředivky.  Výsledná  glukosa 
se promývá  vodou a suší na obsah vody 12-15 % v sušárně při teplotě 48-55 °C [10,11].
 1.2.4.2 Enzymová hydrolýza škrobu
Enzymové ztekucení škrobu probíhá z 35% suspenze,  která  je  zahřáta na 55 °C vodní 
parou.  Přidá se enzymový aparát  amylosubtilín.  Hodnota pH se upraví  na 6,0-6,5 a  směs
se  zahřeje  na  85  °C  po  dobu  2  hodin,  aby  se  dosáhlo  zmazovatění.  Rychle  se  zahřeje
na 133 °C a celý obsah konvektoru se vyčerpá přes filtrační zařízení a nechá se zchladnout 
na 80 °C. Tento postup se opakuje opětovným přídavkem enzymového preparátu [10]. 
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 1.2.5 Vliv glukosy na lidské zdraví
Glukosa je nejrychlejší a nejzákladnější zdroj energie pro lidské tělo, obzvlášť při sportu, 
zvýšenému stresu  nebo  jiné  pohybové  aktivitě.  Pro  některé  orgány  (zejména  pro  mozek) 
a červené krvinky je glukosa nezbytná. Tyto tkáně průměrně spotřebují za 24 hodin přibližně 
150 g glukosy. Organismus nemá schopnost vytvořit  glukosu z tuků vyjma velmi malého 
množství, které vzniká z glycerolu. 
Výrazný  pokles  glukosy  v  krvi  může  vyvolat  poruchu  orgánů,  které  jsou  na  glukose 
nezbytně závislé. Hladina glukosy v krvi (glykémie) je proto udržována v úzkém rozmezí. 
Mezi hormony, které ovlivňují hladinu glykémie patří inzulín, glukagon, adrenalin, kortizol 
aj.  Inzulín, tvořený slinivkou břišní, jako jediný snižuje glykémii a jeho vylučování závisí 
na koncentraci glukosy v krvi. Ostatní zmíněné hormony glykémii zvyšují.
V kritických situacích, jako je akutní zvýšená či snížená koncentrace glukosy v krvi, může 
dojít k ohrožení života. Trvale zvýšená hladina se projevuje cukrovkou a komplikacemi s ním 
spojené, př. trvalé poškození ledvin, očí, srdce, cév a nervů. Dlouho trvající snížená glykémie 
může vést k poškození mozku a nervů [12].
 1.2.6 Metabolismus glukosy v lidském těle
Pro zajištění  dostatku energie potřebuje lidské tělo vhodný jiný zdroj.  Smrt následkem 
hladovění nastává při vyčerpání dostupných zásob energie. Rychlost uvolnění energie, měřená 
jako  rychlost  metabolismu,  je  regulována  hormony  a  narušení  jejich  funkce  je příčinou 
různých onemocnění. Uskladnění nadbytečné energie vede k obezitě, jednou k nejčastějších 
civilizačních nemocí.
Metabolismus  glukosy  a  jeho  dráhy  jsou  zobrazeny  na  následujícím  obrázku,  Obr  2.  
Nejdůležitější jsou dráhy zahrnující glykolýzu, glykogenezi a glukoneogenezi [13].
 1.2.6.1 Glykolýza
Glykolýza je hlavní metabolickou drahou pro utilizaci glukosy. Probíhá v cytosolu všech 
buněk.  Je  to  ojedinělá  dráha,  protože  může  fungovat  za  úplné  nepřítomnosti  kyslíku 
(anaerobně).  Nicméně  oxidace  glukosy  dále  až  k  pyruvátu  nebo  laktátu  vyžaduje  nejen 
molekulární  kyslík,  ale  také  systém  mitochondriálních  enzymů,  jako  je  pyruvát-
dehydrogenasový komplex. Dále je odbouráván v citrátový cyklu a dýchacím řetězci [11,13].
Glykolysa  je  regulována  ve  třech  nerovnovážných  krocích.  Jsou  to  reakce  výrazně 
exergonické.  Tyto  reakce  jsou  katalyzovány  hexokinasou,  fosfofruktokinasou
a pyruvátkinasou.  Buňky,  které  dovedou ovlivnit  výsledný tok metabolitů  v synthetickém 
směru  glykolysy,  tak  činí  proto,  že  mají  enzymové  vybavení,  které  zajišťuje  obcházení 
nevratných reakcí, viz 1.2.6.3 [13,16,17].
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Obr 2: Schéma metabolismu glukosy v lidském těle [14]
 1.2.6.2 Glykogenese
Glykogen je hlavní  zásobní  formou sacharidů u živočichů. Je rozvětveným polymerem
α-D-glukosy. Vyskytuje se hlavně v játrech (asi 6 %) a ve svalech (do 1 %).
Jaterní glykogen slouží jako zásobárna hexosových jednotek k udržení hladiny glukosy
v krvi, zejména v období mezi jídly. Po asi 12-18 h hladovění, játra neobsahují již žádnou 
zásobu glykogenu, kdežto svalový glykogen se vyčerpá jen dlouhodobou intenzivní námahou.
Regulace probíhá pomocí  cAMP,  který integruje regulaci glykogenolýzy a glykogenese 
v obráceném smyslu tím, že podporuje aktivaci fosforylasy a inhibuje glykogensynthasu. [13]. 
 1.2.6.3 Glukoneogeneze
Glukoneogenezi  tvoří  všechny mechanismy a metabolické dráhy,  které  jsou odpovědné
za  přeměnu  necukerných  sloučenin  na  glukosu  a  dále  na  glykogen.  Hlavními  substráty
pro glukoneogenezi jsou glukogenní aminokyseliny,  laktát  a glycerol.  Játra a ledviny jsou 
hlavními zúčastněnými tkáněmi, protože obsahují úplnou výbavu enzymů [13,15].
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 1.2.6.4 Řízení hladiny glukosy v krvi
Koncentrace  krevní  glukosy  u  většiny  lidí  a  mnoha  savců  je  nastavena  v  rozsahu
4,5-5,5  mmol.l-1.  Po  požití  sacharidové  stravy  může  vystoupit  na  6,5-7,2  mmol.l-1. 
Při hladovění hladina může klesnou na hodnoty kolem 3,3-3,9 mmol.l-1. Náhlý pokles krevní 
glukosy  způsobí  křeče,  jak  je tomu  při  předávkování  insulinu  a  to  vzhledem  k  naprosté 
závislosti mozku na dodávce glukosy. Díky adaptaci organismu mohou však být tolerovány 
mnohem nižší hladiny glukosy v krvi [12].
Z většiny stravitelných sacharidů v potravě nakonec vytvoří glukosu. Sacharidy z potravy, 
které  jsou  aktivně  tráveny,  obsahují  jako  své  součásti  glukosu,  galaktosu  a  fruktosu,
které se ve střevě uvolňují. Jsou pak transportovány do jater cestou portální žíly. V játrech 
se pak galaktosa a fruktosa snadno mění na glukosu [15]. 
Udržování stálých hladin glukosy v krvi je jedním z nejjemnějších mechanismů, na kterém 
se podílejí játra, mimojaterní tkáně a několik hormonů (insulin, glukagon, adenohypofýza, 
glukokortikoidy, adrenalin a hormony štítné žlázy) [13]. 
 1.2.7 Výživa a použití glukosy
Glukosa  je  hlavní  látkou,  ze  které  získávají  heterotrofní  organismy  energii 
pro endergonické reakce. V tenkém střevě se řada sacharidů vstřebává aktivně nebo difuzí 
do tělních tekutin. Poté jsou transportovány do jater, kde se transformují na glukosu, která 
je klíčová pro metabolismus a zdroj energie živočichů.
Glukosa  má  zásadní  vliv  na  organoleptické  vlastnosti  potravin,  jak  na  vzhled,  chuť 
i texturu.  Je  kariogenním sacharidem,  tzn.  podporuje  vznik  zubního  kazu.  Při  konzumaci 
potravin s obsahem glukosy se snižuje pH v ústech v důsledků působení přirozené mikroflóry 
v  dutině  ústní  (přeměna  glukosy na  kyselinu  glukonovou),  což  má  jako  následek  tvorbu 
zubního kazu.  
Z  glukosy  a  glukosových  sirupů  se  připravuje  řada  látek,  jako  jsou  D-glucitol,
D-manitol,  D-fruktosa,  D-glukonová kyselina a její  laktony, různé náhražky tuků a cukrů.
Je součástí dalších cukrů, oligosacharidů a polysacharidů, ať už jednoduchých, tak složených 
[3].
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 1.3 Fruktosa
 1.3.1 Výskyt fruktosy v přírodě
Fruktosa, zvaná také ovocný cukr, se nejvíce vyskytuje v ovoci a  zelenině. Tvoří až 25 % 
obsahu veškerých sacharidů v ovoci, viz Tab 2 . Např. zralé hrozny obsahují stejné množství 
glukosy a fruktosy, tj. asi 8 %, přezrálé hrozny obsahují mnohem větší množství fruktosy než 
glukosy.  Fruktosa  je  obsažena  v  ovoci,  které  je  bohaté  na  vlákninu,  jako  jsou  jahody, 
ostružiny a borůvky. Je další hlavní složkou medu, viz Tab 1.
Pšeničná mouka obsahuje také množství fruktosy, běžně je obsah okolo 200-800 mg.kg-1 . 
Fruktosa  je  důležitá  pro  správnou  funkci  tělních  tekutin.  Je  obsažena  ve  spermatu
a  plodové vodě [3,4]. 
 1.3.2 Fyzikální a senzorické vlastnosti
Fruktosa, dříve též levulosa, je bílou krystalickou látkou sladké chuti, bez zápachu, dobře 
rozpustnou ve vodě. Její vlastnosti jsou uvedeny v Tab 4.
Tab 4: Fyzikální vlastnosti fruktosy [16,17,18].
Název Fruktosa
barva bílá
stav za normálních podmínek Pevná látka, prášková forma
hustota 1,627 g.cm-3
teplota tání 100-105 °C
rozpustnost ve vodě 790 g.l-1
 1.3.3 Chemické vlastnosti
Fruktosa,  sumárním  vzorcem  C6H1206, molekulovou  hmotností  180,155  g.mol-1 
s identifikačním  číslem  CAS  57-48-7.  Je  nejrozšířenější  hexoketosou  v  přírodě.  Zároveň 
je také  nejsladším přirozeným cukrem. Jako všechny významné monosacharidy i fruktosa 
existuje v přírodě téměř výhradně v konfiguraci D [3,4]. 
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Obr 3: D-enantiomer a L-enantiomer fruktosy [1]
Otáčí rovinu polarizovaného světla vlevo, proto se pro ni používalo synonymum levulosa. 
Její sladivost je o 30 % vyšší než sladivost glukosy, proto se fruktosa používá jako sladidlo 
pro pacienty s  cukrovkou.   Její  strukturní  vzorce  viz  Obr 3. Fruktosa stejně jako glukosa 
podléhá v roztoku mutarotaci [18,19,20]. 
 1.3.4 Výroba fruktosy
Výroba fruktosy vychází z látky s názvem inulin, což je polysacharid složený z jednotek 
fruktosy. Tento inulin pochází z plodin, které jej obsahují ve velkém množství, tj. z čekanky 
nebo sladkých brambor, topinambur.
Prvním krokem je dezintegrace suroviny, následována lisováním. Vzniká šťáva, která pod-
stupuje hydrolýzu anorganickou kyselinou. Pro neutralizaci se přidá hydroxid vápenatý. Tvoří 
se  vápenatý  komplex,  který  je  třeba  odstranit.  Rozbití  tohoto  komplexu  dosáhneme 
probubláváním  oxidem  uhličitým.  Výsledek  neutralizace  se  přečišťuje   aktivním  uhlím
a následným odstředěním.  Jako poslední  krok je  zahuštění  za  vakua.  Vzniká  sirup,  který
je vhodným sladidlem do marmelád a ovocných sirupů. 
Spotřebitel  požaduje  také  krystalickou  formu  fruktosy,  která  se  vyrobí  krystalizací 
z ethanolového roztoku [10,11]. 
 1.3.5 Vliv fruktosy na lidské zdraví
V  podstatě  je  to  jednoduchý  cukr,  který  může  tělu  poskytovat  energii.  Má  nízký 
glykemický index (GI), proto není příčinou vzestupu hladiny cukru v krvi.
14
Předpokládalo se, že fruktosa by mohla být vhodná jako sladidlo pro diabetiky, náhražka 
sacharosy. Toto vyvrátili odborníci z Americké diabetické společnosti (ADA). Malé množství 
fruktosy pro zdravého člověka není nijak zvlášť nebezpečné. Nicméně větší množství není 
naše tělo schopno zpracovat zcela správně. Fruktosa vstupuje pro zpracování do jater. Jestliže 
jí  však  bude  příliš  mnoho,  játra  ji  nestihnou  upravit  dostatečně  rychle.  Namísto  energie 
si začne fruktosu metabolisovat a ukládat ve formě tuků a nechá ji kolovat krevními cévami 
jako triglyceridy, což má za následek:
• nevyplavovány hormony, které řídí regulaci příjmu fruktosy, to má za následek vyšší 
spotřebu fruktosy a tím i následné přibírán na váze;
• vysoký obsah triglyceridů v krvi je rizikovým faktorem při vzniku srdečních chorob
• stále více důkazů říká, že velká konzumace fruktosy způsobuje rezistenci insulinu ke 
glukose [20,21,22,23]. 
 1.3.6 Metabolismus fruktosy v lidském těle
Strava bohatá na sacharosu nebo samotnou fruktosu způsobuje,  že do portálního oběhu 
vstupují velká množství fruktosy.
 1.3.6.1 Metabolická dráha fruktosy
Fruktosa je v játrech rozkládána glykolýzou rychleji  než glukosa. Je to způsobeno tím,
že se obchází regulační krok glukosového metabolismu katalyzovaného fosfofruktokinasou,
a je to zároveň v bodě, kde se uplatňuje metabolické řízení rychlosti katabolismu glukosy,
viz Obr 4. To umožňuje fruktose rychlý průtok těmi metabolickými drahami v játrech, které 
vedou ke zvýšené syntéze mastných kyselin, esterifikaci mastných kyselin a sekreci VLDL, 
což může způsobit  vzestup triacylglycerolů v séru.  Nadbytek glukosy uvolněné do oběhu 
stimuluje větší insulinovou sekreci, což ještě tyto efekty zesiluje [13,15,16].
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Obr 4: Schéma metabolismu fruktosy v lidském těle[13]
 1.3.7 Výživa a použití fruktosy
Fruktosa je asi o 25-30 % sladší než glukosa. Právě s glukosou se mísí a vzniká sirup, který 
je  dále  technologicky  využívaný  jako  doplněk  nebo  substituent  cukru,  popřípadě  jako 
alternativa k umělým sladidlům jako je např. aspartam nebo acesulfam draselný. Ve velké 
míře  se  využívá  v  technologii  nealkoholických  nápojů  jako  sladidlo,  dále  v  různých 
omáčkách, dresincích a příchutích potravin. V malé míře se používá ke slazení cukrovinek 
pro diabetiky [22].
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 1.4 Sacharosa
 1.4.1 Výskyt sacharosy v přírodě
Sacharosa je velmi rozšířený cukr. V podstatě je obsažen ve všech rostlinách, s výjimkou 
několika druhů ovoce, jako jsou třešně a fíky. Vyskytuje se ve vegetativních částech rostlin, 
listech, stoncích, viz Tab 5, a plodech. V plodech ovoce i zeleniny bývá obsažena asi v 8 %, 
viz Tab 2. Je taktéž obsažena v hlízách a oddencích, viz Tab 5 [3,4].
Tab 5: Obsah sacharosy (v %) ve vybraných plodinách [3]
Plodina Obsah
cukrová třtina 12-26
cukrová řepa 15-20
cukrová kukuřice 12-17
cukrové proso 7-15
topinambury 2-3
podzemnice 4-12
 1.4.2 Fyzikální a senzorické vlastnosti
Sacharosa,  také  zvaná  jako  řepný  cukr,  je  bílou  krystalickou  látkou  sladké  chuti,
bez zápachu, dobře rozpustnou ve vodě. Její vlastnosti jsou uvedeny v Tab 6 [23,24].
Tab 6: Fyzikální vlastnosti sacharosy [27,28].
Název Sacharosa
synonymum řepný cukr
barva bílá
stav za normálních podmínek krystalická až prášková forma
hustota 1,587 g.cm-3
teplota tání 160-180 °C
teplota varu rozkládá se
rozpustnost ve vodě 2 115 g.l-1
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 1.4.3 Chemické vlastnosti
Sacharosa,  β-D-fruktofuranosyl-α-D-glukopyranosa,  taky  nazývána  řepným  nebo 
třtinovým  cukrem  je  nejvýznamnějším  zástupcem  neredukujících  disacharidů,  Obr  5.
Ve  vodných  prostředích  i  v  pevném  stavu  převládá  konformer  stabilizovaný  dvěma 
vodíkovými vazbami, Obr 6.
Obr 5: Strukturní vzorec sacharosy [3]
Sumární  vzorec  sacharosy  je  C12H22O11 s  molekulovou  hmotností  342,297  g/mol 
a identifikační číslo CAS určené pro tuto látku je 57-50-1. Od sacharosy je odvozena sladivost 
ostatních sacharidů,  její  hodnota je  tedy 1 (nebo 100 %) sladivosti.  Sacharosa  je  opticky 
aktivní látkou. Díky větší optické aktivitě glukosy oproti fruktose je výsledná optická aktivita 
kladná (tzn. stáčí rovinu polarizovaného světla doprava) [4,23,24]. 
Obr 6: Sacharosy ve vodném prostředí [3]
 1.4.4 Výroba sacharosy
Sacharosa se vyrábí z cukrové řepy a cukrové třtiny. 
Pěstování  řepy cukrovky a výroba cukru má na našem území tradici  delší  než 160 let
a stále patří k důležitým úsekům zemědělsko-potravinářského komplexu [25]. 
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 1.4.4.1 Výroba cukru z cukrové řepy
Surovinou  je  cukrová  řepa,  Beta  vulgaris  L..  Kořen  řepy  cukrovky  má  obsah  sušiny
asi  23-25 % z  toho  je  asi  18-20  % látek  rozpustných,  z  nichž  tvoří  sacharosa  15-18 %, 
pochopitelně záleží na zemědělských podmínkách a zdravotním stavu cukrovky. Zbývající 
látky  jsou  rozpustné  necukry  (organické  kyseliny,  bílkoviny,  aminokyseliny,  amidy, 
anorganické soli aj.) [10,11]. 
• Přípravné operace výroby cukru
Cukrovka na skladě nesmí ležet příliš dlouho, protože časem se obsah sacharosy snižuje. 
Zároveň se musí ošetřit, aby se zabránilo hnilobným procesům cukrovky. 
Pří  přepravě  ze  skladu ke zpracování  se  musí  odstranit  hrubé nečistoty z  mechanické 
sklizně. To zajišťuje proud vody, ve kterém jsou uloženy pulzující  lapače kamení, písku 
a chrástů. Voda, kterou probíhá praní nesmí přesahovat teplotu 20 °C a musí mýt neutrální 
pH, jinak by mohla nastat předčasná extrakce a tím i ztráty sacharosy.  
Po  vyprání  se  odděluje  voda,  aby  nezanesla  nečistoty  do  čistého  zpracování,  kterým 
je řezání.  Pro  dezintegraci  se  používají  Gollerovy  nože,  které  umožní  získat  řízky 
žlabovitého tvaru. Ty musí být co nejdelší, asi 8-12 cm. Jakost řízků je rozhodující při 
průběhu difúzního procesu.  Řezání  se  používá,  aby se získal  co možná největší  podíl 
sacharosy z celé bulvy [10,11,25].
• Extrakce a difúze látek
Při těžení šťávy probíhají v mechanických extraktorech dva hlavní pochody. Je to jednak 
extrakce  látek  řepné  šťávy  z  otevřených  buněk  a  difúze  látek  z  uzavřených  buněk 
umrtvenou  buněčnou  stěnou.  K  umrtvení  buněčné  protoplazmy  dochází  zahřátím
na teplotu 60 °C. Extrakcí se získává asi třetina cukru ze šťávy, zbývající část se získá 
difúzí. Při extrakci přechází z řepné šťávy do vody kromě sacharosy také další rozpustné 
látky, př. pektiny, bílkoviny, popeloviny, celulosy a hemicelulosy.
Celulosy  a  hemicelulosy  vůbec  nepřechází  při  normální  práci  na  difúzním  zařízení
do roztoku, proto nesnižují kvocient čistoty difúzní šťávy. 
Bílkoviny  přechází  ve  značném  množství  do  šťávy.  Vyluhují  se  z  otevřených  buněk 
sladkých řízků a pak koagulují. Je zřejmé, že otevřených buněk je tím více, čím jemnější 
jsou řízky.  Bílkoviny se téměř úplně zkoagulují   a  při  čeření  a  saturaci  se  odstraňují 
společně s kalem filtrací.
Velký  problém hrají  látky  pektinové.  Čeřením a  filtrací  se  odstraní  jen  asi  25-30  % 
pektinových  látek.  S  hydroxidem  vápenatým  tvoří  pektát  vápenatý,  který  tvoří  gel 
a ztěžuje filtraci. Zvyšuje se množství vyrobené melasy na řepu a tím se zvyšují ztráty
cukru.  Z chování pektinových látek vyplývá, že teplota nesmí přesáhnout 80 °C, doba 
setrvání řízků v difúzním zařízení se nesmí prodlužovat, maximální doba je 120 minut
a hodnota pH prostředí vody se upravuje na hodnotu 5,5-6,0.
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Během těžení šťávy je nutno v extraktoru potlačovat mikrobiální činnost, která ovlivňuje 
výši ztrát cukru. Indikátorem je změna pH, klesne-li pod hranici 5,5, pak lze předpokládat, 
že je přítomna kyseliny mléčná, která vzniká činností mikroflóry. Vyslazené řízky, které 
odcházejí  z  extraktoru  se  lisují  na  obsah  sušiny  15-20  %  hm.  Řízky  se  dále  suší 
v sušárnách. Z usušených řízků se připravuje melasované krmivo ve formě pelet.
Z extraktoru vytéká surová šťáva o koncentraci 15 % sušiny a kvocientu čistoty okolo
85-90 % [10,25]. 
• Čištění šťáv
Surová šťáva má slabě kyselé prostředí a tmavou barvu. Obsahuje koloidně dispergované 
látky. Je natolik znečištěna necukry,  že přímé získání cukru z této šťávy odpařováním 
a krystalizací je technicky obtížné a neekonomické, proto se podrobuje čistícímu procesu, 
zvanému  epurace.  Epurace  se  skládá  z  následujících  operací:  předčeření,  dočeření,
I. saturace, II. saturace, filtrace a úprava lehké šťávy před oparkou.
Šťáva se zahřívá při poloteplém předčeření na 50-60 °C a při horkém na 85-90 °C. Přidá 
se vápenné mléko na přečeření činí asi 0,25-0,30 % hm. oxidu vápenatého na řepu, což 
odpovídá pH v rozmezí 9-11. V této oblasti dochází ke koagulaci dispergovaných látek, 
zvláště bílkovin a pektinových látek. Je nutno postupně zvyšovat pH až k hodnotě 11,
to proto aby se zajistila termostabilní šťávu.
Dočeření se provádí ve stojatých válcových nádobách s míchadly při teplotě 85-88 °C
a  pH  12,5,  přídavkem  vápenného  mléka  1,0-1,6  %  hm.  oxidu  vápenatého  na  řepu. 
Vápenné mléko neutralizuje volné kyseliny obsažené v surové šťávě a zároveň reaguje 
s jejich alkalickými solemi. Doba dočeření je 5-8 minut.
Vyčeřená šťáva se napouští do těles první saturace, což jsou nádoby, do kterých se vhání 
saturační  plyn.  Oxid  uhličitý  sráží  přebytek  vápenného  mléka.  I.  saturace  je  tedy 
doplňkovým fyzikálně chemickým čištěním šťávy. Probíhá při teplotě 80-85 °C a končí 
při alkalitě pH 11. 
Čirá šťáva po I. saturaci se zahřívá na teplotu 95-98 °C, přidá se vápenné mléko (0,02 % 
hm.  oxidu vápenatého na  řepu)  a  přivádí  se  do těles  druhé saturace.  Tam se saturuje 
oxidem uhličitým na optimální alkalitu odpovídající hodnotě pH 9,3.
Získaná  šťáva  se  nazývá  lehkou  šťávou,  kterou  je  možno  dále  sířit  k  potlačení 
nežádoucího zbarvení. Má sacharizaci 15-17 % hm., čistotu 90-93 % hm., pH 9,3 a světle 
žlutou barvu [10,11,25].
• Zahušťování
Aby  se  získala  sacharosa  v  krystalické  formě,  musí  se  lehká  šťáva  zahustit  ve  dvou 
stupních: zahuštění lehké šťávy na odparce na těžkou šťávu a následné vaření těžké šťávy 
v zrničích na cukrovinu.
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První stupeň zahušťování se uskutečňuje na odparkách, kde se sušina šťávy zvýší z 15 % 
na 70 %. Tato část technologie rozhoduje o energetické náročnosti výroby. V současnosti 
se používají  troj-  až  pětičetné  odparky.  Lehká  šťáva  se  před  vstupem  do  první  části 
zahřeje na 130 °C a odpařování v dalších stupních odparky probíhá při stálém snižování 
teploty. Poslední člen odparky je koncentrátor, kde se zakončí zahušťování při podtlaku
a teplotě asi 90 °C. Z těžké šťávy není možné získat přímou krystalizací cukr, ale musí
se dále zahušťovat, stává se velmi viskózní, používají se zrniče. Zahustí se a zaočkuje 
se krystalky cukru. Nakonec se obsah zrniče vypouští do krystalizačních míchadel. 
Uvařená  cukrovina se v krystalizačním míchadle ochladí  na teplotu 50 °C,  za stálého 
míchání.  V nich se na sítě zachytí  krystalický cukr a matečný sirup se odstředí.  Cukr
na sítu se vykrývá vodou nebo parou a vysuší se. Přesype se na dopravník, který cukr 
dopraví do skladu [11]. 
• Rafinace cukru
Podstatou rafinace je odstranění nečistot a zvýšení obsahu sacharosy až na 99,8 %. 
Vykrystalizovaný cukr obsahuje ještě některé necukry, je zbarvený a proto se rafinuje. 
Rafinace začíná afinací, což je rozmíchání surového cukru v sirupu s vysokou čistotou 
na umělou  cukrovinu,  která  se  opět  odstředí  a  vykrývá  vodou.  Vzniklá  afináda
se rozpouští na klér, což je roztok cukru s vysokou sacharizací (70 %) proto se musí ohřát 
na teplotu nejméně 95 °C,  tím se sníží  viskozita  a  usnadní  se filtrace a odbarvování.
Z  kléru  se  zahříváním  stává  rafinádní  cukrovina.  Odstředění  této  cukroviny  se  získá 
rafináda,  která  je  prakticky chemicky čistá  sacharosa (99,8 %).  Krystaly se dále  suší, 
chladí a třídí [10,11].
 1.4.4.2 Výroba sacharosy z cukrové třtiny
Více  než  polovina  světové  produkce  sacharosy  pochází  z  třtiny,  která  se  pěstuje 
v tropických a subtropických oblastech s vysokým množstvím srážek. Dosahuje výšky kolem 
3 m. Celkový obsah cukru je přibližně 16 %, z toho je asi 15 % sacharosy. 
Sklizeň je velmi náročná, sklizená třtina se musí zpracovat co nejrychleji po sklizni, jinak 
stoupají ztráty sacharosy. Šťáva se získává z dokonale rozvlákněných stonků třtiny, které byly 
dezintegrovány na rotujících nožích a následně se lisuje v mlýnech. Čeří se za nižší teploty 
s menším  přídavkem  vápenného  mléka,  aby  nedošlo  k  rozložení  inertního  cukru  a  tím 
ke zhoršení jakosti šťáv. Pracuje se prakticky v neutrálním prostředí (maximální pH celého 
procesu  je  7,8).  Zahušťování  probíhá  stejným  technologickým  postupem  jako  výroba
z cukrové řepy [11,25]. 
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 1.4.5 Vliv sacharosy na lidské zdraví
Sacharosa  je  nejběžnější  sladidlo  používané  v  potravinovém  průmyslu,  díky  svým 
vlastnostem, ekonomice výroby a do jisté míry také tradicí. Zvyšuje energetickou hodnotu 
potraviny,  ve  které  je  obsažena.  Je  tedy  vydatným  zdrojem  okamžité  energie.  Zároveň 
ovlivňuje hladinu glukosy v krevní plazmě, má vliv na sekreci inzulínu. Sacharosa se štěpí 
na glukosu a  fruktosu,  přispívá  k hydrolýze  vitamínu B,  vápníku a  hořčíku,  také  přispívá 
k poškozování  zubní  skloviny,  je jedním z  hlavních  příčin  vzniku  zubního  kazu  a  hlavně 
různých  civilizačních  nemocí  jako  je  obezita  či  cukrovka.  Nepřímo zapříčiňuje  také  jiné 
onemocnění jako různé cévní onemocnění, infarkt myokardu, mozkové příhody, hypertenzi 
nebo psychické symptomy jako je například syndrom vyhoření [26].
 1.4.6 Metabolismus sacharosy v lidském těle
U savců je  sacharosa  snadno stravitelná  v  žaludku  hydrolýzou  na  fruktosu  a  glukosu. 
Ta probíhá dvěma způsoby a to buď kyselou cestou, čili kyselou hydrolýzou nebo pomocí 
enzymů. Oběma cestami sacharosa hydrolyzuje na ekvimolární množství obou jejich složek, 
vzniká inertní cukr, Obr 7.
Obr 7: Inverze sacharosy na glukosu a fruktosu
Kyselá  hydrolýza  probíhá  v  přítomnosti  anorganické  kyseliny,  která  se  vyskytuje 
v žaludečních šťávách (jde o kyselinu chlorovodíkovou). 
U enzymové  hydrolýzy  je  přítomen  enzym zvaný  glykosidhydrolasa,  více  známá jako 
invertasa, která odštěpuje zbytek β-D-fruktofuranosy z molekuly sacharosy. Výsledná glukosa 
a fruktosa jsou velmi rychle vstřebány do krevního oběhu v tenkém střevě a dále využívány 
podle potřeby organismu [27]. 
 1.4.7 Výživa a použití sacharosy
Sacharosa,  je  z  komerčního  hlediska  velice  důležitá  látka  vzhledem  ke  svému 
mnohostrannému využití  jak  v  lidské  výživě,  tak  k  různým chemickým i  biochemickým 
transformacím. 
Jako  potravina  zajišťuje  podstatnou  část  celkového  přijmu  energie.  Vysoká  úroveň 
spotřeby cukru je dána širokou nabídkou průmyslově vyráběných potravin, jako jsou čoko-
lády, cukroviny, džemy, sirupy, nápoje, pečivo, sušenky aj. Zbývající část cukru se spotřebuje 
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v  domácnosti,  kde  se  používá  k  přímému  slazení  kávy,  čaje,  cerálií,  k  pečení
a při vaření. Vedle své senzorické vlastnosti je sacharosa látkou dodávající potravinám objem, 
upravuje jejich texturu, působí jako konzervační činidlo, ochucovadlo a fermentační substrát. 
Sacharosa na jedné straně činí potraviny atraktivnější a chutnější,  na druhé straně je často 
uváděna do souvislosti s výskytem řady onemocnění.
Spotřeba cukru k nepotravinářským účelům je  relativně velmi malá,  celosvětově pouze 
asi 1 % produkce cukru. Sacharosa má mnoho vlastností, pro něž je vhodná jako surovina pro 
chemické  a  biochemické technologie.  Jde  o  chemickou obnovitelnost  sacharosy.  Má osm 
funkčních  skupin,  na  nichž  lze  provádět  modifikace.  To  je  z  ekologického  hlediska 
mimořádná  přednost.  Mezi  nové  výroby  vycházející  ze  zpracování  sacharosy,  nebo 
z cukrovarnických  produktů  a  odpadů  patří  zejména  fermentační  zpracování  organických 
zbytků  na  bioplyn  a  ethanol,  droždí,  kyseliny  citronové  a  mléčné,  aminokyselin, 
nekalorických  tuků  (hexa-  až  oktaacylesterů  sacharosy),  esterů  sacharosy
a mastných kyselin, materiály a léčiva pro humorální medicínu nebo biologicky odbouratelné 
polymery na bázi sacharosy aj [3,4,25].
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 1.5 Tagatosa
 1.5.1 Výskyt tagatosy v přírodě
Tagatosa se v přírodě nevyskytuje ve významném množství.  Ve velmi malém množství 
je obsažena v mléku a některých druzích ovoce a zeleniny [26].
 1.5.2 Fyzikální a senzorické vlastnosti
Tagatosa  je  bílá  krystalická  látka  s  jemnými  krystalky  bez zápachu sladké  chuti,  která 
je podobná sacharose. Její fyzikální vlastnosti jsou uvedeny v Tab 7.
Tab 7: Fyzikální vlastnosti tagatosy [26,28,29]
Název Tagatosa
barva bílá
stav za normálních podmínek pevná, krystalická forma
hustota 0,788 g.cm-3
teplota tání 130-136 °C
teplota varu rozkládá se
rozpustnost 580 g.l-1
 1.5.3 Chemické vlastnosti tagatosy
Přesný chemický název je (3S, 4S, 5R)-1,3,4,5,6-penthylhydroxy-hexan-2-on jinak také
D-lyxo-2-hexulosa.  Lze říci, že tagatosa je odvozena od fruktosy.
Velice se podobá sacharose, je také bílá a krystalická s 33% její sladivosti. Řadíme ji mezi  
sladidla nízkokalorická (nevýživová). Molekulový vzorec je C6H12O6 a molekulová hmotnost 
180,16 g.mol-1. Identifikační číslo CAS tagatosy je 87-81-0.
Jako  většina  monosacharidů  je  také  tagatosa  redukující  cukr,  který  se  účastní 
Maillardových reakcí. Tento efekt může i nemusí být v potravinách vyžadován. Otáčí rovinu 
polarizovaného světla vlevo. Její strukturní vzorce  viz Obr 8. Tagatosa stejně jako glukosa 
a fruktosa podléhá v roztoku mutarotaci [26,30,31,32,].
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Obr 8: Strukturní vzorec D-tagatosy v lineárním zápisu a pomocí Haworthovy projekce 
 1.5.4 Výroba tagatosy
Výroba  může  probíhát  různými  technikami,  podle  poptávky  nebo  množství,  které 
potřebujeme vyrobit. Zde jsou popsány základní a nejpoužívanější metody – výrobu z laktosy 
nebo z D-talitolu a jiné méně vhodné metody pro výrobu [31,32]. 
 1.5.4.1 Výroba tagatosy z laktosy
Tento proces výroby tagatosy probíhá v několika krocích od základní suroviny (laktosy) 
až po čisté krystalky.
Laktosa  je  enzymově  hydrolyzována  při  průchodu  přes  sloupec  imobilizované  laktasy 
na D-galaktosu  a  D-glukosu,  viz  Obr  9.  Výsledná  směs  sacharidů  je  rozdělena 
chromatograficky.
Frakce galaktosy je převedena na tagatosu za alkalických podmínek v suspenzi hydroxidu 
vápenatého (případně i  katalyzátoru  CaCl2), viz  Obr 10.  Přidáním kyseliny  sírové se celý 
proces zastaví. Vzniklý roztok tagatosy je za normálních podmínek stabilní. Výsledný filtrát 
je  dál  přečišťován  demineralizací  a  chromatografií.  Získává  se  krystalicky  čistá
D-tagatosa, s čistotou více než 99% [33,34,35].
Obr 9: První krok výroby krystalické tagatosy z laktosy
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Obr 10: Druhý krok výroby krystalické tagatosy z laktosy
 1.5.4.2 Výroba tagatosy z D-talitolu
Dalším postupem pro výrobu D-tagatosy je bakteriálním působením na D-talitol. Obecně 
platí, že polyalkoholy obsahující na jednom konci cis-hydroxylové skupiny mohou oxidovat 
na ketosy díky působení  řady mikroorganismů.  D-talitol  je  katalytickou redukcí  připraven
z D-altrosy, jako katalyzátor je používán nikl. 
Talitol  je  rychle  oxidován  působením bakterie  Acetobacter  suboxydans na  D-tagatosu.
Při koncentraci nižší než 5 % D-talitolu bylo vyrobeno 74-85 % tagatosy. 
Tato  metoda  výroby  by  mohla  být  alternativou  k  výrobě  z D-galaktosy,  ale  výroba
D-talitolu je prozatím příliš neekonomická a náročná [36,37].
 1.5.4.3 Výroba tagatosy jinými technikami
Jiným  postupem  je  výroba  L-tagatosy  konverzí  L-psicosy,  která  se  získává  s  velkým 
výtěžkem  oxidací  allitolu  použitím  Gluconobakter  frateurii a  jeho  následnou  oxidací
na L-tagatosu. Tento postup se v praxi ale nevyužívá, je příliš nákladný a zdlouhavý [36,38].
 1.5.5 Vliv tagatosy na lidské zdraví
Tagatosa je považována jako prebiotikum,  příznivě a pozitivně ovlivňují stimulaci růstu 
a/nebo aktivitu jednoho, nebo omezeného počtu bakterií v tlustém střevě, které zlepšují zdraví 
člověka. 
Tagatosa má nižší kalorickou hodnotu než sacharosa. Je částečně metabolizovaná v tenkém 
střevě,  většina  však  vstupuje  do  tlustého  střeva,  kde  funguje  jako  zkvasitelná  rozpustná 
vláknina.  Absorbovaná  část  je  metabolizovaná  v játrech  stejnou  cestou  jako  fruktosa. 
Biologická  hodnota  kalorií  je  1,5  kcal.g-1 což  je  přibližně  33%  sacharosy,  proto  FDA
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přijala doporučení o užívání bez výhrad v říjnu 1999. Její prebiotické vlastnosti byly objeveny 
později,  když se zjistilo,  že podporuje růst  Lactobacillus species a  jiné bakterie  mléčného 
kvašení [29,30,32,39].
 1.5.6 Metabolismus tagatosy v lidském těle
Jelikož je D-tagatosa je odvozená od D-fruktosy, jejich strukturní odlišnost je jen velmi 
malá (odlišují se na 4C). To má vliv na metabolismus D-tagatosy, viz Obr 11.
Jen malé množství tagatosy je absorbováno v tenkém střevě, asi 15-20 %, převážná část 
je fermentována  v  tlustém  střevě  tamější  mikroflórou,  která  vede  k  produkci  krátko-
řetězcových mastných kyselin (SCFA).  Z tenkého střeva je dále D-tagatosa transportována 
do jater prostřednictvím krevních cév. Dále se zpracovává podobnou cestou jako D-fruktosa 
[26,28,29,38].
 1.5.7 Výživa a použití tagatosy
V současné  době  se  tagatosa,  díky  svým  nízkokalorickým  vlastnostem,  používá  jako 
ekonomická  náhražka  cukru,  vzhledem k podobnosti  k  sacharose  –  sladivost,  má dobrou 
schopnost krystalizovat. 
Má četné výhody spojené se ztrátou váhy (diety),  není kariogenní,  chrání před zubním 
plakem  a  používá  se  proti  nežádoucímu  zápachu  z  úst.  Zlepšuje  chuť  potraviny. 
Jsou prokázány také pozitivní účinky při těhotenství a lepší vývoj plodu. Potraviny obsahující 
tagatosu se používají jako prevence proti obezitě, anemie a hemofilie. 
Tagatosa je navržena jako sladidlo do zubních past, ústních vod a v širokém sortimentu 
potravin  jako jsou:  snídaňové cereálie,  sycené  a nesycené  nealkoholické  nápoje,  zmrzliny 
se sníženým obsahem tuku nebo dokonce bez tuku, mražené mléčné dezerty, dietní zdravé 
tyčinky, cukrářské výrobky, polevy a potraviny pro zvlaštní účely (potravinové náhražky), 
Některá množství pro dané výrobky jsou naznačeny v Tab 8 [26,40,41].
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Obr 11: Metabolismus tagatosy a jeho propojenost s metabolismem 
glukosy a fruktosy  [29]
Tab 8: Navržené množství v potravinách s obsahem tagatosy
Potravina Úroveň užití (w/w) Účel užití
cereálie 15% sladidlo
dietní nealkoholické nápoje 1% pro lepší pocit v ústech a lepší chuť
intenzivní cukrovinky 15% sladidlo
lehké cukrovinky s čokoládou 15% sladidlo a zvlhčovač
zmrzliny a zmražené jogurty 3% sladidlo a zlepšení chuti
žvýkačky 60% sladidlo
polevy 15% sladidlo
doplňky stravy 90% tablety
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 1.6 Srovnání glukosy, fruktosy, sacharosy a tagatosy
Všechny výše uvedené cukry jsou bílé krystalické až práškové látky sladké chuti a velmi 
podobné hustoty, s vyjímkou tagatosy, která má nejnižší hustotu z těchto sacharidů. Nejméně 
je rozpustná tagatosa se svými 580 g/l,  při  standardních podmínkách je přibližně čtyřikrát 
méně rozpustná než sacharosa. Sacharosa je jediný sacharid, z výše uvedených, který není 
redukujícím sacharidem, je ale schopna podléhat kyselé i enzymové hydrolýze. Touto reakcí 
vznikají dva produkty – glukosa a fruktosa. 
Pokud jde o vliv těchto tří sacharidů na zdraví lidí, tak ani jeden není považován v malém 
množství za nebezpečný.  Ovšem při  nadměrném užití  hrozí  onemocnění,  která jsou s tím 
spojená.  V  případě  glukosy  je  to  hyperglykémie  a  v  opačném  případě  hypoglykémie. 
Oba případy jsou nebezpečné pro zdraví  člověka.  Vysoký obsah fruktosy způsobuje nejen 
přibývání  na  váze,  ale  také  nebezpečí  výskytu  srdečních  chorob.  Sacharosa  zase  zvyšuje 
hladinu krevního cukru, čili hrozí hyperglykémie. Dále je jednou z hlavních příčin vzniku 
zubního kazu, obezity či cukrovky. Nepřímo působí nepříznivě na cévy, srdce a mozkovou 
činnost. Glukosa  a fruktosa je hlavním zdrojem rychlé energie, stejně jako sacharosa (díky 
rozkladu v žaludku). Z jedné molekuly glukosy přijaté potravou vzniká dostatečné množství 
energie  a  makroergických  sloučenin,  které  zajistí  správné  fungování  buňky.  Tagatosa 
je považována  jako  prebiotické  sladidlo,  které  slouží  jako  potrava  pro  střevní  mikroflóru 
a tudíž je pro naše tělo užitečná, pochopitelně v ne při nadměrné konzumaci. V takovémto 
případě  může mít  projímavé účinky.  Tyto  cukry  se hojně  využívají  jak  v potravinářském 
průmyslu,  tak  i  v  jiných  technologiích,  např  v  medicíně  se  roztok  glukosy  používá  jako 
nitrožilní výživa.
Tab 9: Srovnání vlastností glukosy, fruktosy a sacharosy
Rozpustnost[g.l-1] Hustota[g.cm-3] Tv[°C] Sladivost[v %]
glukosa 1 200 1,562 146-152 50-80 (0,5-0,8)
fruktosa 790 1,627 100-105 130 (1,3)
sacharosa 2 115 1,587 160-180 100 (1)
tagatosa 580 0,788 rozklad 33 (0,33)
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Obr 12: Porovnání vzhledu glukosy, fruktosy, sacharosy a tagatosy (od leva).
 1.7 Důkazy sacharidů a jejich stanovení
Důkazové reakce sacharidů jsou založeny na reaktivitě hydroxylových a karbonylových 
skupin. Jednotlivé typy reakcí jsou:
a) reakce založené na tvorbě furfuralu a jeho deriválů
Většina  redukujících  sacharidů  podléhá,  vlivem  minerálních  kyselin,  dehydrataci  za  
uzavření furanového kruhu díky přítomnosti -OH skupiny v  α poloze. Z pentos vzniká  
furfural,  z  hexos  5-hydroxymethylfurfural.  Následnou  kondenzací  s  aromatickými  
fenoly a aminy vzniká zbarvení, které je obdobou trifenylmethanových barviv;
b) reakce oxidredukční
Jsou založeny na redukujícím účinku karbonylové skupiny. Jednou z nejpoužívanějších  
reakcí  je  redukce  solí  Cu2+ na  Cu2O.  Reakce  probíhá  v  alkalickém  prostředí
a vyloučený oxid měďný se stanovuje vážkově, titračně nebo kolorimetricky;
c) tvorba fenylosazonů
Pro chemickou charakterizaci jsou vhodné fenylosazony mono- a disacharidů. Vznikají  
kondenzací  karbonylové  skupiny  sacharidu  s  fenylhydrazinem  na  fenylhydrazon.  Ten  
postupně reaguje s ostatními molekulami fenylhydrazinu a po přesmyku vzniká osazon.  
Ve vodě jsou málo rozpustné, dobře krystalizují a mají charakteristický tvar krystalů žluté  
barvy, které jsou dobře pozorovatelné  pod mikroskopem a mají ostrý bod tání [40].
Stanovení  sacharidů  je  komplikováno  jejich  isomerií,  typem  glykosidické  vazby, 
strukturou, vysokou polárností, netěkavostí a absence snadno ionizovatelných skupin.
Ke  kvalitativnímu stanovení  sacharidů  se  využívá  často  oxidace  v  alkalické  prostředí,
to však neprobíhá kvantitativně podle stechiometrických vztahů, neboť dochází ke štěpení 
řady  reakčních  produktů  v  různém  a  nestálém  poměru.  Pro  každou  metodu  je  potřeba 
vypracovat přepočítávací tabulky, které respektují podmínky metody.
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Ke kvantitativnímu stanovení se používá řada instumentálních metod. Patří mezi ně NMR 
spektroskopie,  hmotnostní  spektrometrie,  elektroforetické  a  chromatografické  techniky. 
Vysokoúčinná  kapalinová  chromatografie  sacharidů  s  refraktrometrickou  detekcí  je  dále 
rozvinuta v experimentální části [42,43,44,45].
 1.8 Nápoje
Nápoj je tekutina s vysokým obsahem vody primárně určená k pití. Obvykle neobsahuje 
významnější podíl pevné složky [44]. 
Základním dělením nápojů je podle obsahu alkoholu na alkoholické a nealkoholické. 
 1.8.1 Nealkoholické nápoje
Podle platné legislativy zahrnují nealkoholické nápoje všechny nápoje s obsahem alkoholu 
nižším než 0,5 obj. % ethanolu (0,4 hmot. %), které jsou vyrobeny ze stanovených surovin, 
zejména z vody nebo minerální vody, ovocných, zeleninových, rostlinných nebo živočišných 
surovin,  přírodních,  náhradních  sladidel,  medu  nebo  kombinací  některých  z  uvedených 
surovin, popřípadě sycený oxidem uhličitým.
Nápoje jsou členěny do skupin:
• ovocné nebo zeleninové šťávy jsou získany z  ovoce  nebo zeleniny mechanickými 
procesy,  zkvasitelné,  ale nezkvašené s charakteristickou barvou, vůní a chutí,  které 
jsou typické pro šťávu pocházející  z příslušného plodu. Také se tím rozumí šťáva, 
získaná z koncentrované ovocné nebo zeleninové šťávy opětovným doplněním podílu 
vody,  která  byla odstraněna při  koncentraci,  a obnovením aroma pomocí  těkavých 
složek, které byly zachyceny v průběhu koncentrace příslušné ovocné nebo zeleninové 
šťávy nebo ze šťáv z téhož druhu ovoce nebo zeleniny [44,45],
• nektary jsou nezkvašené, ale zkvasitelné výrobky získaný přídavkem vody, případně 
přírodních  sladidel  k  ovocné  nebo  zeleninové  šťávě,  koncentrované  ovocné  nebo 
zeleninové  šťávě,  k  ovocnému  nebo  zeleninovému  protlaku,  koncentrovanému 
ovocnému  nebo  zeleninovému  protlaku  nebo  ke  směsi  těchto  výrobků  v  souladu 
s vyhláškou (obvykle v rozmezí od 25-50 % dle druhu ovoce či zeleniny) [44,45],
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• nealkoholické nápoje neochucené [44].
• nealkoholické nápoje ochucené jsou vyrobeny z ovocných nebo zeleninových šťáv 
nebo jejich koncentrátů a dalších surovin, u kterého obsah ovocné nebo zeleninové 
sušiny v přepočtu na použité množství ovocné nebo zeleninové šťávy činí nejméně 
čtvrtinu hmotnostního podílu příslušného nektaru. Patří sem:
◦ ovocné a zeleninové nápoje,
◦ limonády,
◦ minerální voda ochucená,
◦ stolní voda ochucená [44,45],
 1.8.2 Alkoholické nápoje
Zahrnují všechny nápoje s obsahem alkoholu nad 0,5 obj. % ethanolu (0,4 hmot. %), které 
jsou vyrobeny ze stanovených surovin. Jejich požitím způsobují v menších dávkách uvolnění, 
a euforické stavy, ve větších pak útlum, nevolnost až otravu.
Dělení alkoholických nápojů:
• pivo – je kvašený slabě alkoholický nápoj vyráběný z obilného sladu, vody a chmele 
pomocí pivovarských kvasinek Saccharomyces cerevisiae v pivovarech [46],
• medovina – pochází ze slovního spojení medové víno, je kvašený alkoholický nápoj 
z medu, vody a kvasu. Vodu je možno nahradit ovocnou šťávou, a měnit poměry medu 
a vody, díky tomu dostáváme různé druhy medoviny. Medovina je na výrobu poměrně 
choulostivá. Je potřeba zachovávat čistotu a správnou teplotu [46],
• víno – je alkoholický nápoje vznikající kvašením moštu z plodů révy vinné pomocí 
vinařských kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Tradičně je děleno podle barvy:
◦ bílé (bílé odrůdy vinné révy), 
◦ červené (červené a modré odrůdy) a 
◦ růžové víno (červené a modré odrůdy) [46],
• lihoviny  jsou  nápoje  obsahující  nejméně  15  obj.  % ethanolu,  kromě vína  a  piva. 
Dělení lihovin:
◦ destiláty (vodka, slivovice, rum, gin, aj.)
◦ likéry (griotka, Metaxa, Magistr, aj.) [46].
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 2 CÍL PRÁCE
Cílem této diplomové práce je stanovení jednoduchých sacharidů v konkrétních nápojích 
pomocí  vysoce  účinné  kapalinové  chromatografie  s  různými  druhy  chromatografických 
kolon.
Práce  je  zaměřena  na  zpracování  literární  rešerše  o  nejvyskytovanějších  sacharidech
v  nápojích.  Dále  také  uvádí  způsob  izolace  a  úpravu  reálných  vzorků  a  jejich  chování 
v experimentálním uspořádání. 
Analýza se zabývá sledování retenčních časů jednotlivých sacharidů v důsledku použité 
chromatografické kolony a podmínek samotné separace. 
Závěr práce je věnován porovnání použitých chromatografických kolon ve vysoce účinné 
kapalinové  chromatografii  a  posouzení,  zda  je  daná  kolona  vhodná  ke  stanovení 
jednoduchých sacharidů při daných podmínkách. 
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 3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
 3.1 Chemikálie, pomůcky a laboratorní zařízení
Chemikálie
• Acetonitril supergradient HPLC grade, M 41,05 g/mol, 0,786 g/cm3, čistota 99,99 %, 
Scharlau Chemie S.A., Španělsko
• acetonitril  HPLC  gradient  grade,  M  41,05  g/mol,  0,781  g/cm3,  čistota  99,9+  %,
Chem-Lab NV, Belgie a
• deionizovaná voda.
Pomůcky
• Laboratorní sklo,
• miropipety,
• vialky,
• injekční stříkačky o objemu 5 ml,
• mikrofiltry,
• gáza, 
• filtrační papír a 
• alobal.
Zařízení
• Elektronické váhy PioneerTM, OHAUS®, chyba ±10-4,
• mrazící box BOSH, teplota mražení -20 °C,
• systém pro HPLC – viz 3.3.
Standardy pro HPLC
• Glukosa – D-glukosa, 99,8 %, M 180,16 g.mol-1, Penta, Česká republika,
• fruktosa – D(-)-fruktosa, 99,5 %, M 180,16 g.mol-1, ROTH,
• sacharosa – Saccharose G. R, P. A., 99,8 %, M 342,3 g.mol-1, Lach-Ner spol s r. o., 
Česká republika,
• tagatosa – D(-)-tagatose, 99,0 %, M 180,16 g.mol-1, Sigma-Aldrich spol s r. o., Česká 
republika.
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 3.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, HPLC
HPLC neboli High Performance Liquid Chromatography je uzavřeným systémem v němž 
se pohybuje mobilní fáze (MF), tento pohyb je zajištěn čerpadlem. 
Při styku stacionární fáze s MF a dělenými látkami dochází ke vzájemným interakcím, 
které jsou základním předpokladem pro separaci. Doba, po kterou separovaná látka zůstane na 
sorbentu, je dána velikosti interakcí a určuje pořadí v jakém složka vychází z kolony.
Separované  látky  jsou  po  průchodu  kolonou transportovány  do  refraktometrického
a následně do  UV-VIS  detektoru, které poskytují kvantifikovatelnou odezvu na index lomu
a  absorpce  v  UV-VIS  oblasti.  Odezva  je  přímo  úměrná  množství  analytu  ve  vzorku. 
Vznikající signály jsou registrovány, vyhodnoceny ve vyhodnocovacím zařízení a výsledkem 
je soubor píků, tzv. chromatogram. 
Kvalitativní hodnocení složek ve vzorku spočívá v porovnání retenčních časů dělených 
látek se standardy, neboť stejné látky mají za stejných podmínek separace shodné retenční 
časy. Plocha píků je úměrná  kvantitě, tedy množství látky ve vzorku za daných podmínek.
Používaný kapalinový chromatograf byl sestaven z následujících částí:
• zásobních s mobilní fází,
• vysokotlaké čerpadlo LCP 4100, ECOM spol s r. o., Česká republika,
• automatický dávkovač HT 300L , Hamilton Company, Spojené státy americké,
• dávkovací analytický ventil smyčkový C a D, ECOM spol. s r. o., Česká republika
• termostat kolon LCO 101, ECOM spol s r. o., Česká republika,
• chromatografické kolon 
◦ C18 Zorbax carbohydrate analytická kolona, 4,6 mm ID x 150 mm (5 µm), Agilent 
Technologies, Spojené státy americké, 
◦ ionexová kolona Prevail  TM Carbohydrate ES HPLC kolona, 4,6 mm ID 250 mm
(5 µm), Grace Davison Discovery Sciences, Spojené státy americké,
• detektory
◦ refraktometrický detektor RIDK 101, Laboratorní přístroje Praha, Česká republika,
◦ spektrofotometrický UV-VIS detektor LCD 2084 ECOM spol s r. o.,
◦ zapisovací a vyhodnocovací zařízení – PC se softwarem DataApex Clarity.
 3.3 Vzorky
• Vína
Vzorky vín byly poskytnuty Státní zemědělskou potravinářskou inspekcí se sídlem
v Brně, ve kterých již byla provedena enzymatická analýza na jednoduché sacharidy, 
kterými je glukosa a fruktosa.
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Tab 10: Poskytnuté informace o vzorcích vín ze SZPI
Kód vína Název, zkratka státu, barva Kód vína Název, zkratka státu, barva
110057 Známkové víno, CZ, růžové 110122 Rulandské šedé,  CZ, bílé
110060 Chardonnay, CZ, bílé 110123 Rulandské šedé,  CZ, bílé
110061 Ryzlink vlašský, CZ, bílé 110135 Šumivé soare, PL, bílé
110062 Rulandské modré,  CZ, červené 110136 Šumivé soare, IT, bílé
110063 Ryzlink rýnský,  CZ, bílé 110137 Rulandské šedé, SK, bílé
110064 Zweigeltrebe,  CZ, růžové 110138 Svatovavřinecké, SK, červené
110086 Veltlín zelený,  CZ, bílé 110140 Tramín červený, H, bílé
110088 Modrý portugal,  CZ, červené 110141 Savignon, H, bílé
110090 Bílé víno, směs EU 110142 Schardonnay, H, bílé
110091 Červené víno, směs EU 110143 Rulandské šedé, H, bílé
110094 Müller thurgau,  CZ, bílé 110144 Ryzlink rýnský, H, bílé
110095 Rosé,  CZ, růžové 110178 Rulanské šedé,  CZ, bílé
110098 Rulandské šedé, EU 110180 Ryzlink rýnský,  CZ, bílé
110101 Modrý portugal, A, červené 110182 Rulandské šedé,  CZ, bílé
110103 Müller thurgau,  CZ, bílé 110183 Schardonnay,  CZ, bílé
110107 Cabernet sauvignon, CZ, červené 110184 Rulandské bílé,  CZ, bílé
110108 Bílé víno,  CZ 110185 Pálava,  CZ, bílé
110109 Müller thurgau, H, bílé 111086 Veltlín zelený,  CZ, bílé
110118 Známkové víno, E, bílé 110206 Rulandské šedé, SK, bílé
110119 Známkové víno, E, červené 110207 Svatovavřinecké, SK, červené
• Plody černého bezu
Vzorky černého bezu daných odrůd byly poskytnuty Výzkumným a šlechtitelským 
ústavem ovocnářským v Holovousech.
• Plody černého a červeného rybízu, justy a angreštu
Všechny  plody  drobného  ovoce  byly  odebrány  na  pozemku  v  katastru  obce  
Oslavany– Padochov.
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• Tagatosa
Krystalická D(-)-tagatosa byla poskytnuta FCH VUT v Brně v množství 1 g, čistotou 
99 %, M 180,16 g.mol-1,  zakoupené od výrobce Sigma-Aldrich spol s r.  o.,  Česká 
republika
 3.4 Příprava vzorků
Pro obě chromatografické kolony byly proměřeny stejné vzorky,  které  byly připraveny 
totožným způsobem. Postup práce je popsán následovně:
1. Vzorky vín ze SZPI:
SZPI poskytla vzorky ve zmraženém stavu pod kódy společně i dokumentem o jejich 
původu. Příslušný vzorek byl rozmrazen, přefiltrován přes filtrační papír a následně 
přefiltrován přes mikrofiltr do stříkačky o objemu 5 ml. Takto připravený vzorek byl 
ze stříkačky nastříknut  do trojice vialek s  daným označením. Z každé vialky byly 
provedeny tři nástřiky.
2. Vzorky z bezu černého:
Byly  poskytnuty  vzorky  ve  zmraženém  stavu  s  popisem  jednotlivých  odrůd.
Po krátkém rozmrazení, byl vzorek o hmotnosti 1 g rozdrcen a bylo přidáno 10 ml 
deionizované vody. Takováto suspenze byla ponechána pět minut v kádince a následně 
přefiltrována přes skládaný filtr do kádinky. Tento krok byl opakován třikrát. Následný 
roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do stříkačky o objemu 5 ml. Poté byl vzorek 
nastříknut do třech vialek s příslušným označením, z každé vialky byly provedeny tři 
nástřiky. 
3. Vzorky drobného ovoce:
Byly  poskytnuty  vzorky ve zmraženém stavu.  Po krátkém rozmrazení,  byl  vzorek
o hmotnosti 2 g rozdrcen, poté bylo přidáno 10 ml deionizované vody. Suspenze byla 
ponechána pět minut v kádince a následně přefiltrována přes skládaný filtr do kádinky. 
Tento krok byl proveden třikrát. Roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do stříkačky
o objemu 5 ml. Poté byl vzorek nastříknut do třech vialek s příslušným označením,
z každé vialky byly provedeny tři nástřiky. 
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 3.5 HPLC s C18 chromatografickou kolonou
 3.5.1 Pracovní podmínky
Měření  probíhalo  za  stejných  pracovních  podmínek  tj.  za  totožných  experimentálních 
parametrů  přístroje.  Temperace  kolony  na  30  °C,  průtok  mobilní  fáze  1  ml.min -1,  objem 
dávkovaného vzorku 5  μl a tlak 1,2MPa. Poměr složek mobilní fáze, acetonitril a voda byl 
nastaven na poměr 75:25.
 3.5.2 Příprava standardů
Standardní roztoky sacharidů byly připraveny rozpuštěním naváženého množství fruktosy, 
glukosy,  sacharosy  a  tagatosy  v  deionizované  vodě.  Do odměrné  baňky na  100  ml  bylo 
naváženo příslušné množství sacharidů a doplněno deionizovanou vodou po značku.
Tab 11: Navážky pro základní standardní roztoky 
Sacharid Koncentrace roztoku [g/l] Navážka [g]
glukosa 30 3
fruktosa 30 3
sacharosa 30 3
Kalibrační řada byla připravena ředěním ze základního roztoku o koncentraci 30 g.l-1 do 10 
ml odměrné baňky na koncentraci 15; 8; 5; 0,5 g.l-1 pomocí rovnice 1.
c1∙V1 = c2∙V2        (1)
• Příklad pro výpočet zředění na koncentraci 15 g.l-1 do 10 ml odměrné baňky:
c1 … 30 mg.ml-1
V1 … x ml
c2 … 15 mg.ml-1
V2 … 10 ml         
30∙V1 = 15∙10
V1 = 5 ml
Z  každé  takto  připravené  koncentrace  byly  připraveny  dvě  vialky,  ze  kterých  byly 
provedeny celkem čtyři nástřiky. 
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Tab 12: Kalibrační řada standardů
koncentrace [g.l-1] V1  [ml] VX = V2 – V1 [ml] 
0,3 0,1 9,9
1,5 0,5 9,5
3,0 1,0 9,0
15,0 5,0 5,0
30,0 základní roztok základní roztok
 3.5.3 Optimalizace pro tagatosu
 3.5.3.1 Postup optimalizace HPLC pro tagatosu
Nejprve byl připravena směs všech stanovovaných sacharidů (glukosa, fruktosa, sacharosa 
a  tagatosa)  o koncentracích 2 g.l-1 do odměrné baňky o objemu 10 ml (navážka každého 
sacharidu činila 0,02 g).  Z takto připraveného roztoku byla filtrací přes mikrofiltr připravena 
vialka, která byla proměřována při složení MF dle následující tabulky. 
Tab 13: Složení mobilní fáze pro optimalizaci
Číslo měření Složení MF, poměr ACN:W [% v/v]
1 65 : 35
2 70 : 30
3 75 : 25
4 80 : 20
5 85 : 15
 3.5.3.2 Pracovní podmínky
Měření  probíhalo  za  stejných  pracovních  podmínek  tj.  za  totožných  experimentálních 
parametrů  přístroje  (temperace  kolony  na  30  °C,  průtok  mobilní  fáze  1  ml.min-1,  objem 
dávkovaného vzorku 5  µl, stejné parametry detektorů i parametry integrace). Poměr složek 
MF byl postupně měněn, po každé změně složení MF bylo nutné vždy dostatečně dlouho 
promývat  kolonu  až  do  ustálení  základní  linie  a  také  vždy  promýt  referenční  celu.  Tlak 
vzrůstal při zvyšování podílu vodní fáze.
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 3.6 HPLC s ionexovou chromatografickou kolonou
 3.6.1 Pracovní podmínky
Měření  probíhalo  za  stejných  pracovních  podmínek  tj.  za  totožných  experimentálních 
parametrů  přístroje.  Temperace  kolony  na  30  °C,  průtok  mobilní  fáze  1  ml.min -1,  objem 
dávkovaného vzorku 5 μl a tlak 0,4 MPa. Poměr složek mobilní fáze, acetonitril a voda byl 
nastaven na poměr 75:25.
 3.6.2 Příprava standardních roztoků
Standardní roztoky sacharidů byly připraveny rozpuštěním naváženého množství fruktosy, 
glukosy,  sacharosy  a  tagatosy  v  deionizované  vodě.  Do odměrné  baňky na  100  ml  bylo 
naváženo příslušné množství sacharidů a doplněno deionizovanou vodou po značku.
Tab 14: Navážky pro základní standardní roztoky 
Sacharid Koncentrace roztoku [g/l] Navážka [g]
glukosa 30 3
fruktosa 30 3
sacharosa 30 3
mannitol 10 1
Kalibrační řada byla připravena ředěním ze základního roztoku o koncentraci 30 g.l-1 do 
10 ml odměrné baňky na koncentraci 15; 10; 5; 3; 1 g.l-1, u mannitolu ze základního roztoku
o koncentraci  10 g/l  do 10 ml odměrné baňky na koncentraci  5;  3;  1  g.l-1.  To vše podle
rovnice 1.
• Příklad pro výpočet zředění na koncentraci 10 g.l-1 do 10 ml odměrné baňky:
c1 … 30 mg.ml-1
V1 … x ml
c2 … 10 mg.ml-1
V2 … 10 ml         
30∙V1 = 10∙10
V1 = 3,333 ml
Z  každé  takto  připravené  koncentrace  byly  připraveny  dvě  vialky,  ze  kterých  byly 
provedeny celkem čtyři nástřiky. 
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Tab 15: Příprava kalibrační řady standardů
Koncentrace 
[g.l-1]
Fruktosa, glukosa, sacharosa Mannitol
V1  [ml] V2 – V1 [ml]  V1  [ml] V2 – V1 [ml] 
1,0 0,333 9,667 1,000 9,000
3,0 1,000 9,000 3,000 7,000
5,0 1,667 8,333 5,000 5,000
10,0 3,333 6,667 základní roztok základní roztok
15,0 5,000 5,000 - -
30,0 základní roztok základní roztok - -
 3.6.3 Optimalizace pro tagatosu
 3.6.3.1 Postup optimalizace HPLC pro tagatosu
Nejprve byl připravena směs všech stanovovaných sacharidů (glukosa, fruktosa, sacharosa 
a  tagatosa)  o koncentracích 2 g.l-1 do odměrné baňky o objemu 10 ml (navážka každého 
sacharidu činila 0,02 g).  Z takto připraveného roztoku byla filtrací přes mikrofiltr připravena 
vialka, která byla proměřována při složení MF dle následující tabulky. 
Tab 16: Složení mobilní fáze pro optimalizaci
Číslo měření Složení MF, poměr ACN:W [% v/v]
1 55 :45
2 65 : 35
3 75 : 25
4 95 : 5
 3.6.3.2 Pracovní podmínky
Měření  probíhalo  za  stejných  pracovních  podmínek  tj.  za  totožných  experimentálních 
parametrů  přístroje  (temperace  kolony  na  30  °C,  průtok  mobilní  fáze  1  ml.min-1,  objem 
dávkovaného vzorku 5  µl, stejné parametry detektorů i parametry integrace). Poměr složek 
MF byl postupně měněn, po každé změně složení MF bylo nutné vždy dostatečně dlouho 
promývat  kolonu  až  do  ustálení  základní  linie  a  také  vždy  promýt  referenční  celu.  Tlak 
vzrůstal při zvyšování podílu vodní fáze.
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 4 VÝSLEDKY A DISKUZE
V koncepci studia chování reálných vzorků bylo použito dostupných a doporučovaných 
postupů, uvedených v experimentální části této diplomové práce.
 4.1 HPLC s C18 kolonou
 4.1.1 Kalibrační závislosti
Každý pracovní  pracovní  kalibrační  roztok,  příprava  viz.  3.4.2,  byl  proměřen čtyřikrát
a  z  naměřených  hodnot  ploch  píků  byla  spočtena  průměrná  hodnota,  která  je  společně 
se statistickými údaji uvedena v Příloze 1.
Tab 17: Průměrné hodnoty ploch píků sacharidů separovaných na C18
Koncentrace [g.l-1]
Plocha píků [mV.s]
fruktosa glukosa sacharosa
0,3 101,0143 142,9768 74,2673
1,5 552,0545 438,9748 116,5560
3,0 943,7080 584,2978 204,9625
15,0 1600,7071 1111,8492 996,7070
30,0 3039,8875 2447,7754 1967,3875
Obr 13: Kalibrační závislosti koncentrace a plochy píků sacharidů
42
Rovnice regresních přímek a R2 kalibračních závislostí:
Fruktosa y = 102,990xx R2 = 0,9932     (2)
Glukosa y = 80,275 x R2 = 0,9959     (3)
Sacharosa y = 65,798 x R2 = 0,9989     (4)
Všechny kalibrační závislosti jsou ve sledovaném rozmezí koncentrací lineární, jak je vidět 
na  Obr 13. V grafu jsou uvedeny i chybové úsečky, spočteny v Příloze 1, které jsou patrné 
obzvláště u koncentrací 15 a 30 g.l-1.
 4.1.2 Stanovení obsahu sacharidů v jednotlivých vzorcích
Vzorky byly připraveny podle uvedeného postupu,  viz 3.4.. Každý vzorek byl proměřen 
celkem  devětkrát,  z  naměřených  hodnot  byla  spočtena  průměrná  hodnota  a  dosazením 
do rovnice kalibrační křivky byl spočten obsah jednotlivých sacharidů. 
Všechny výpočty obsahu sacharidů byly počítány podle rovnic 2, 3, 4.
1. Vína poskytnuty SZPI
• Př. výpočtu pro první měření a příslušný chromatogram, vzorek 57:
Fruktosa y = 102,990 x
y1 = průměrná plocha = 3 422,876
x1 = y1/102,990
x1 = 3 422,876/102,990 = 33,235 g.l-1
Glukosa y = 80,275
y2 = průměrná plocha = 793,992
x2 = y2/80,275
x2 = 793, 992/80,275 = 9,891 g.l-1
Celkový obsah 43,125 g.l-1
Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích vín.
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 Obr 14: Chromatogram pro vzorek č. 57 s RID detekcí při  pracovních podmínkách, 
viz 3.4.1, ethanol (1), fruktosa (2) a glukosa (3).
Tab 18: Množství sacharidů ve vínech ze SZPI
Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
 Σ  [g.l-1] Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa fruktosa glukosa
110057 33,235 9,891 43,125 110122 13,415 2,124 15,540
110060 6,816 1,873 8,689 110123 9,316 0,944 10,260
110061 8,754 4,776 13,520 110135 20,619 20,787 41,406
110062 7,832 6,752 14,585 110136 36,582 28,909 65,491
110063 4,340 5,009 9,349 110137 11,376 7,139 18,515
110064 7,074 7,673 14,747 110138 14,545 13,224 27,769
110086 10,526 3,339 13,865 110140 14,126 11,890 26,016
110088 3,184 0,905 4,089 110141 7,105 6,545 13,651
110090 4,085 1,500 5,585 110142 11,995 13,995 25,193
110091 2,976 3,126 6,102 110143 18,559 15,662 34,221
110094 1,628 1,363 2,991 110144 5,473 3,195 8,669
110095 9,342 0,989 10,331 110178 6,453 5,511 11,964
110098 4,227 4,002 8,229 110180 19,762 2,434 22,196
110101 6,535 5,682 12,217 110182 6,678 5,255 11,933
110103 2,254 2,299 4,553 110183 8,794 1,224 10,018
110107 4,896 6,703 11,599 110184 16,673 3,910 20,583
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(3)(1)
(2)
Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
 Σ  [g.l-1] Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa fruktosa glukosa
110108 2,260 3,340 5,600 110185 24,006 3,005 27,011
110109 2,844 3,526 6,370 110186 123,557 43,159 166,716
110118 11,560 11,433 22,994 110206 10,394 10,808 21,202
110119 11,477 13,755 25,232 110207 14,315 11,514 25,829
2. Vzorky z černého bezu
• Př. výpočtu pro první odrůdu, DANA:
Fruktosa y = 102,990 x
y1 = průměrná plocha = 310,572
x1 = y1/102,990
x1 = 310,572/102,990 = 3,016 g.10 ml-1
→ dle rovnice (1): 3,016∙10/1000 = 0,0302 g.l  -1  
Glukosa y = 80,275 x
y2 = průměrná plocha = 396,166
x2 = y2/80,275
x2 = 396,166/80,275 = 4,935 g.10 ml-1
→ dle rovnice (1): 4,935∙10/1000 = 0,0494 g.l  -1  
Celkový obsah 0,0796 g.l  -1  
Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích černého  
bezu.
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Obr 15: Chromatogram pro plody černého bezu odrůdy DANA při pracovních podmínkách, 
viz 3.4.1, fruktosa (1), glukosa (2).
Tab 19: Množství sacharidů v 1 g konkrétní odrůdy plodů černého bezu
Odrůda bezu
Koncentrace [g.l-1]
 Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa
DANA 0,0302 0,0490 0,0795
ALLESÖ 0,0333 0,0472 0,0805
BOHATKA 0,0074 0,0138 0,0212
HEIDEGG 13 0,0171 0,0286 0,0457
SAMBO 0,0168 0,0273 0,0441
SAMPO 0,0197 0,0435 0,0641
SAMBAL 0,0410 0,0521 0,0931
SAMBU 0,0202 0,0420 0,0622
HASCHBERG 0,0353 0,0611 0,096
AUREA 0,0125 0,0205 0,0330
WEIHENSTEPHAN 0,0114 0,0207 0,0321
SAMYL 0,0266 0,0501 0,0767
REISE A. VOSLOCH 0,0211 0,0361 0,0572
MAMMUT 0,0156 0,0411 0,0567
ALBIDA 0,0252 0,03275 0,0579
KÖSKÖR 0,0235 0,03586 0,0593
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3. Vzorky drobného ovoce
• př. výpočet pro angrešt odrůdy :
Fruktosa       y = 102,990 x
y1 = průměrná plocha = 1742,453
x1 = y1/102,990
x1 = 1742,453/102,990 = 16,919 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 16,919∙10/1000 = 0,1692 g.l-1
     Glukosa y = 80,275
y2 = průměrná plocha = 1268,972
x2 = y2 /80,275
x2 = 1268,972 /80,275 = 15,808 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 15,808∙10/1000 = 0,1581 g.l-1
    Sacharosa y = 65,798 x
y3 = průměrná plocha = 1048,838
x3 = y3 /65,798
x3 = 1048,838 /65,798 = 15,940 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 15,940∙10/1000 = 0,1594 g.l-1
Celkový obsah 0,4867 g.l-1
Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích drobného 
ovoce.
Obr 16: Chromatogram angreštu odrůdy, při pracovních podmínkách viz 3.4.1, 
fruktosa (1), glukosa (2) a sacharosa (3).
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Tab 20: Množství sacharidů v drobném ovoci o hmotnosti 2 g
Druh drobného 
ovoce
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa sacharosa
černý rybíz 0,0514 0,0489 0,0178 0,1190
červený rybíz 0,0496 0,0531 - 0,1027
josta 0,1861 0,1613 0,0243 0,3717
angrešt 0,1692 0,1581 0,1594 0,4867
 4.1.3 Optimalizace pro tagatosu
Optimalizace podmínek separace kapalinovou chromatografií  spočívá ve správné volbě 
složení dvousložkové mobilní fáze, na průtoku a pracovní teplotě. Cílem bylo zjistit optimalní 
podmínky,  tj.  Dosáhnou  požadovaného  chramtografického  rozlišení  látek  ve  směsi 
v minimálním čase. Optimalizačním parametrem bylo zvoleno složení mobilní fáze, přičemž 
pracovní podmínky zůstávaly stejné pro celou dobu měření.
Připravená  standardní  směs  (postup  viz  3.4.4.1)  byla  proměřena  na  zařízení  pro 
kapalinovou chromatografii. Mobilní fáze byla vždy připravena dle tabulky Tab 16.
Obr 17:HPLC směs sacharidů při složení MF ACN : W – 65 : 35 % v/v; p = 1,6 MPa;
(1) – tagatosa, (2) – fruktosa a glukosa, (3) – sacharosa  
Chromatografické rozdělení je při tomto složení MF naprosto nevyhovující, neboť vůbec 
nedošlo k separaci tagatosy, glukosy a fruktosy a i separace sacharosy od těchto sacharidů 
je nedostatečná.  Doba separace je  díky polárnosti  MF velmi krátká a  také tlak na koloně 
je nejvyšší díky viskozitě MF.
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Obr 18: HPLC směsi sacharidů při složení MF ACN : W – 70 : 30 % v/v; p = 1,4 MPa;
(1) – tagatosa, (2) – fruktosa, (3) – glukosa, (4) – sacharosa
Ani při tomto složení MF není chromatografické rozdělení vyhovující, rozlišení tagatosy, 
fruktosy a glukosy je sice patrné, ale je naprosto nevyhovující. Doba separace je také krátká. 
Obr 19: HPLC směsi sacharidů při složení MF ACN : W – 75 : 25 % v/v; p = 1,2 MPa;
(1) – tagatosa, (2) – fruktosa, (3) – glukosa, (4) – sacharosa
Chromatografické rozlišení je už vcelku přijatelné až na separaci tagatosy a fruktosy, která 
je  stále  nedostatečná.  Tato  MF je  tedy vhodná pro  separaci  fruktosy  a  glukosy a  dalších 
sacharidů,  které  mají  delší  retenci.  Doba  separace  je  krátká,  srovnáním  retenčních  časů 
předešlých  a tohoto měření je patrné,  že s rostoucí koncentrací organické fáze v MF lze 
pozorovat nárůst retence sacharidů.
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Obr 20: HPLC směsi sacharidů při složení MF ACN : W – 80 : 20 % v/v; p = 1,0 MPa;
(1) – tagatosa, (2) – fruktosa, (3) – glukosa, (4) – sacharosa
Při tomto složení MF je chromatografické rozdělení velmi dobré, pík tagatosy se výrazně 
oddělil od píku fruktosy. Doba analýzy je krátká pro stanovení jednoduchých sacharidů jako 
jsou tagatosa, fruktosa a glukosa. Pro analýzu sacharosy je retenční čas příliš dlouhý. 
Obr 21: HPLC směsi sacharidů při složení směsi ACN : W – 85 : 15 % v/v; p = 0,8 MPa;
(1) – tagatosa, (2) – fruktosa, (3) – glukosa, (4) – sacharosa
Separace jednotlivých sacharidů při tomto poměru je výborná. Doba separace je však příliš 
dlouhá.
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 4.2 HPLC s ionexovou kolonou 
 4.2.1 Kalibrační závislosti
Stejně jako u kolony C18 byl i tady každý pracovní kalibrační roztok, příprava viz. 3.5.2, 
byl proměřen čtyřikrát a z naměřených hodnot ploch píků byla spočtena průměrná hodnota, 
která je společně se statistickými údaji uvedena v Příloze 2.
Tab 21: Průměrné hodnoty ploch píků sacharidů separovaných na ionexové koloně
Koncentrace 
[g.l-1]
Plocha píků [mV.s]
fruktosa glukosa sacharosa mannitol
1,0 753,569 689,816 741,515 61,099
3,0 1146,702 1135,088 1230,845 112,282
5,0 1723,589 1797,254 1782,096 254,129
10,0 4033,189 3701,876 4025,974 452,783
15,0 6324,242 5723,964 6489,107 -
30,0 11126,793 10051,033 11710,545 -
Z důvodu překryvu některých kalibračních závislostí jsou kalibrační grafy vytvořeny pro 
každý konkrétní sacharid zvlášť. Kromě tohoto bylo ve vzorcích vín také zjištěna přítomnost 
mannitolu, pro který bylo rovněž nutné udělat kalibrační závislost.
Obr 22: Kalibrační závislost plochy píku glukosy na její koncentraci
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Obr 23: Kalibrační závislost plochy píku fruktosy na její koncentraci
Obr 24: Kalibrační závislost plochy píku sacharosy na její koncentraci
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Obr 25: Kalibrační závislost plochy píku mannitolu na její koncentraci
Rovnice regresních přímek a R2 kalibračních závislostí:
Fruktosa y = 382,39 x R2 = 0,9928     (5)
Glukosa y = 347,21 x R2 = 0,9924     (6)
Sacharosa y = 398,62 x R2 = 0,9953     (7)
Mannitol y = 45,899 x R2 = 0,9884     (8)
Všechny kalibrační závislosti jsou ve sledovaném rozmezí koncentrací lineární, jak je vidět 
na Obr 22, 23, 24 a 25. V grafu jsou uvedeny i chybové úsečky, spočteny v Příloze 2.
 4.2.2 Stanovení obsahu sacharidů v jednotlivých vzorcích
Vzorky byly připraveny podle uvedeného postupu,  viz 3.4. Každý vzorek byl proměřen 
celkem  devětkrát,  z  naměřených  hodnot  byla  spočtena  průměrná  hodnota  a  dosazením 
do rovnice kalibrační křivky byl spočten obsah jednotlivých sacharidů. 
Všechny výpočty obsahu sacharidů byly počítány podle rovnic 5,6,7,8. 
1. Vína poskytnuty SZPI
• Př. výpočtu pro první měření a příslušný chromatogram, vzorek 57:
Fruktosa y = 382,39 x
y1 = průměrná plocha = 13500,476
x1 = y1/382,39
x1 = 13500,476/ 382,39 = 35,306 g.l-1
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Glukosa y = 347,21 x
y2 = průměrná plocha = 3415,506
x2 = y2/ 347,21
x2 = 3415,506/ 347,21 = 9,837 g.l-1
Sacharosa y = 398,62 x
y2 = průměrná plocha = 91,208
x2 = y2/398,62
x2 = 91,208/398,62 = 0,229 g.l-1
Mannitol y =  45,988 x
y2 = průměrná plocha = 222,821
x2 = y2/ 45,988
x2 = 222,821/ 45,988 = 4,855 g.l-1
Celkový obsah sacharidů 45,371 g.l-1
Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích vín.
Obr 26: Chromatogram pro vzorek č. 57 s RID detekcí při pracovních podmínkách, 
viz 3.4.1, ethanol (1), fruktosa (2), mannitol (3), glukosa (4) a sacharosa (5).
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Tab 22: Množství sacharidů ve víně ze SZPI
Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ sacharidů[g.l-1]
fruktosa glukosa sacharosa mannitol
110057 35,306 9,837 0,229 4,855 45,371
110060 5,749 1,661 0,364 2,858 7,775
110061 7,579 2,507 0,444 3,252 10,530
110062 6,557 6,052 - - 12,609
110063 4,217 4,548 0,606 3,946 9,371
110064 7,238 7,046 0,257 4,318 14,541
110086 9,234 1,426 - 0,644 10,659
110088 4,020 0,657 - 4,556 4,677
110090 3,215 0,529 - 1,284 3,744
110091 1,949 0,600 0,307 4,071 2,857
110094 1,406 1,423 0,290 2,080 3,120
110095 9,364 0,398 0,414 6,559 10,176
110098 3,992 3,982 - 2,600 7,977
110101 2,214 1,793 - 4,163 4,007
110103 1,612 1,928 0,307 3,626 3,847
110107 5,020 4,811 0,341 7,301 10,171
110108 4,642 4,157 - 3,346 8,799
110109 3,564 3,367 0,453 3,876 7,386
110118 11,025 10,739 0,441 3,839 22,205
110119 10,981 11,117 - 5,011 22,098
110122 13,582 1,854 - 4,079 15,436
110123 7,221 0,584 0,606 4,870 8,419
110135 18,191 18,032 0,460 5,406 36,683
110136 35,095 29,455 - 1,984 64,549
110137 11,578 7,797 - - 19,375
110138 10,465 8,738 0,549 4,474 19,753
55
Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ sacharidů[g.l-1]
fruktosa glukosa sacharosa mannitol
110140 13,404 11,042 - 1,631 24,446
110141 6,514 5,553 0,317 1,066 12,384
110142 11,453 11,513 6,681 2,684 29,647
110143 17,098 16,086 - - 33,183
110144 4,655 2,815 - 1,046 7,470
110178 5,447 3,788 - 2,720 9,235
110180 19,114 1,949 - 3,587 21,063
110182 3,373 2,769 - 4,618 6,143
110183 7,294 0,841 - 3,661 8,135
110184 12,560 0,908 - 5,509 13,468
110185 22,097 2,637 0,550 11,106 25,284
110186 113,495 40,786 0,676 2,195 154,957
110206 10,889 8,716 - - 19,605
110207 10,905 9,538 - 5,135 20,443
2. Vzorky z černého bezu
• Př. výpočtu pro první odrůdu, DANA:
Fruktosa y = 382,39 x
y1 = průměrná plocha = 833,660
x1 = y1/ 382,39
x1 = 833,660/ 382,39 = 2,180 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 2,180∙10/1000 = 0,0218 g.l-1
Glukosa y = 347,21 x
y2 = průměrná plocha = 962,073
x2 = y2/ 347,21
x2 = 962,073/ 347,21 = 2,771 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 2,771∙10/1000 = 0,0277 g.l-1
Celkový obsah 0,0495 g.l-1
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Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích černého  
bezu.
Obr 27: Chromatogram pro plody černého bezu odrůdy DANA při pracovních podmínkách, 
viz 3.4.1, fruktosa (1), glukosa (2)
Tab 23: Množství sacharidů v 1 g každé odrůdy plodů černého bezu
Odrůda černého 
bezu
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa
DANA 0,0218 0,027 0,0495
ALLESÖ 0,0163 0,0176 0,0340
BOHATKA 0,0147 0,0205 0,0351
HEIDEGG 13 0,0120 0,0130 0,0250
SAMBO 0,0100 0,0144 0,0244
SAMPO 0,0099 0,0148 0,0247
SAMBU 0,0062 0,0094 0,0160
HASCHBERG 0,0143 0,0178 0,0321
WEIHENSTEPHAN 0,0074 0,0114 0,0188
SAMYL 0,0115 0,0112 0,0227
ALBIDA 0,0080 0,0138 0,0218
KÖSKÖR 0,0177 0,0235 0,0412
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3. Vzorky drobného ovoce
• př. výpočet pro angrešt odrůdy :
Fruktosa       y = 382,39 x 
y1 = průměrná plocha = 4930,363
x1 = y1/ 382,39
x1 = 4930,363/ 382,39 = 12,894 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 12,894∙10/1000 = 0,1289 g.l-1
     Glukosa y = 347,21 x 
y2 = průměrná plocha = 3213,053
x2 = y2 /347,21
x2 = 3213,053 /347,21 = 9,254 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 9,254∙10/1000 = 0,0925 g.l-1
    Sacharosa y = 398,62 x
y3 = průměrná plocha = 1650,457
x3 = y3 /398,62
x3 = 1650,457/398,62 = 4,140 g.10ml-1
→ dle rovnice (1): 4,140∙10/1000 = 0,0414 g.l-1
Celkový obsah 0,2628 g.l-1
Stejným způsobem byl spočítán obsah sacharidů i ve zbývajících vzorcích drobného 
ovoce.
Obr 28: Chromatogram angreštu, při pracovních podmínkách viz 3.4.1, 
fruktosa (1), glukosa (2) a sacharosa (3).
58
(1)
(2)
(3)
Tab 24: Množství sacharidů v jednotlivých druzích drobného ovoce v navážce 2 g
Druh drobného 
ovoce
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa sacharosa
černý rybíz 0,0830 0,0668 - 0,1498
červený rybíz 0,0647 0,0458 - 0,1105
angrešt 0,1555 0,1423 0,0414 0,2978
justa 0,1289 0,0925 - 0,2628
 4.2.3 Optimalizace pro tagatosu
Také pro tuto kolonu bylo cílem zjistit optimalní podmínky, tj. dosáhnou požadovaného 
chromatografického rozlišení látek ve směsi v minimálním čase. Optimalizačním parametrem 
bylo zvoleno složení mobilní fáze, přičemž pracovní podmínky zůstávaly stejné pro celou 
dobu měření.
Připravená  standardní  směs,  viz  3.6.3.1,  byla  proměřena  na  zařízení  pro  kapalinovou 
chromatografii. Mobilní fáze byla vždy připravena dle tabulky .
Obr 29:HPLC směs sacharidů při složení MF ACN : W – 55 : 45 % v/v; p = 0,56 MPa;
RID – modrá barva, UV-VIS – černá barva;
 tagatosa na UV-VIS (1), fruktosa a glukosa (2), sacharosa (3)
Chromatografické rozdělení jsou vidět oba použité detektory (UV-VIS, RID). Při detekci 
RID je  toto  složení  MF naprosto  nevyhovující,  neboť  vůbec  nedošlo  k  separaci  glukosy 
a fruktosy a i separace sacharosy od těchto sacharidů je nedostatečná. Tagatosa na této detekci 
není  vidět  vůbec,  pro  srovnání  detekce  UV-VIS.  Tagatosa  je  MF  odplavována  společně 
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s nástřikem a tudíž není na RID vidět. Doba separace je díky polárnosti MF velmi krátká 
a také tlak na koloně je nejvyšší díky viskozitě MF.
Obr 30:HPLC směs sacharidů při složení MF ACN : W – 65 : 35 % v/v; p = 0,53 MPa;
RID – modrá barva, UV-VIS – černá barva;
tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)
Při detekci RID je toto složení MF vyhovující, neboť došlo k separaci glukosy a fruktosy 
a i separace sacharosy od těchto sacharidů je dostatečná. Tagatosa na této detekci není znovu 
vidět vůbec, pro  srovnání detekce UV-VIS, tagatosa je MF odplavována společně s nástřikem 
a tudíž není na RID vidět. Doba separace je velmi krátká.
Obr 31:HPLC směs sacharidů při složení MF ACN : W – 75 : 25 % v/v; p = 0,50 MPa;
RID – modrá barva, UV-VIS – černá barva;
tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)
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Tato  použitá  MF je  naprosto  vyhovující,  dochází  k  dokonalému oddělení  jednotlivých 
sacharidů,  gruktosy  od  glukosy  a  sacharosy.  Tagatosa  je  opět  vidět  pouze  na  UV-VIS 
detektoru.  Mobilní  fáze  v  tomto  složení  bylo  použito  i  proměření  vzorků,  protože  doba 
separace je přijatelně krátká a separační vlastnost kolony je výborná.
Obr 32: HPLC směs sacharidů při složení MF ACN : W – 95 : 5 % v/v; p = 0,44 MPa
RID – modrá, UV-VIS – černá;
tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)
Touto  MF  bylo  pouze  ověřeno,  že  tagatosa  není  touto  chromatografickou  kolonou 
detekována, opět je vidět pouze na detektoru UV-VIS v oblasti nástřiku. Ostatní sacharidy 
jsou odděleny naprosto výborně, ale doba separace je již příliš dlouhá.
 4.3 Srovnání hodnot naměřených na uvedených chromatografických kolonách
V tabulce  obsažené  v  Příloze  3,  jsou  hodnoty  obsahu  fruktosy  a  glukosy,  které  byly 
poskytnuty SZPI. Tato analýza byla provedena specifickými enzymy na přístroji SPECOL. 
Po konzultaci, která proběhla na SZPI byly stanoveny tyto hodnoty za přesné. Našim úkolem 
tedy bylo, poskytnout nezávislé měření na ověření těchto hodnot a navíc zjistit přítomnost 
dalších sacharidů, které jsou v daných vzorcích obsaženy. Tabulka  Tab 18 z C18 byly tyto 
hodnoty značně odlišné, zatímco tabulka Tab 22 z ionexové kolony dává hodnoty odlišné až 
v řádech setin, jak je vidět v Tab 25.
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Tab 25: Srovnání obsahu fruktosy a glukosy jak enzymaticky na SZPI,  tak také použitými  
kolonami (C18 a ionexovou)
Kód 
Fruktosa [g.l-1] Glukosa [g.l-1]
SZPI C18 ionex SZPI C18 ionex
110057 35,332 33,235 35,306 9,846 9,891 9,837
110060 5,736 6,816 5,749 1,662 1,873 1,661
110061 7,582 8,754 7,579 2,514 4,776 2,507
110062 6,598 7,832 6,557 6,057 6,752 6,052
110063 4,196 4,340 4,217 4,551 5,009 4,548
110064 7,247 7,074 7,238 7,052 7,673 7,046
110086 9,255 10,526 9,234 1,433 3,339 1,426
110088 4,082 3,184 4,020 0,661 0,905 0,657
110090 3,260 4,085 3,215 0,539 1,500 0,529
110091 1,978 2,976 1,949 0,592 3,126 0,600
110094 1,378 1,628 1,406 1,422 1,363 1,423
110095 9,355 9,342 9,364 0,398 0,989 0,398
110098 3,978 4,227 3,992 3,986 4,002 3,982
110101 2,259 6,535 2,214 1,799 5,682 1,793
110103 1,617 2,254 1,612 1,935 2,299 1,928
110107 5,046 4,896 5,020 4,810 6,703 4,811
110108 4,624 2,260 4,642 4,166 3,340 4,157
110109 3,533 2,844 3,564 3,373 3,526 3,367
110118 11,008 11,560 11,025 10,731 11,433 10,739
110119 11,008 11,477 10,981 11,129 13,755 11,117
110122 13,534 13,415 13,582 1,856 2,124 1,854
110123 7,235 9,316 7,221 0,589 0,944 0,584
110135 18,201 20,619 18,191 18,019 20,787 18,032
110136 35,098 36,582 35,095 29,457 28,909 29,455
110137 11,577 11,376 11,578 7,802 7,139 7,797
110138 10,466 14,545 10,465 8,744 13,224 8,738
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Kód 
Fruktosa [g.l-1] Glukosa [g.l-1]
SZPI C18 ionex SZPI C18 ionex
110140 13,417 14,126 13,404 11,046 11,890 11,042
110141 6,516 7,105 6,514 5,556 6,545 5,553
110142 11,460 11,995 11,453 11,511 13,995 11,513
110143 17,106 18,559 17,098 16,097 15,662 16,086
110144 4,662 5,473 4,655 2,816 3,195 2,815
110178 5,454 6,453 5,447 3,788 5,511 3,788
110180 19,103 19,762 19,114 1,947 2,434 1,949
110182 3,383 6,678 3,373 2,772 5,255 2,769
110183 7,302 8,794 7,294 0,836 1,224 0,841
110184 12,555 16,673 12,560 0,912 3,910 0,908
110185 22,099 24,006 22,097 2,637 3,005 2,637
110186 113,508 123,557 113,495 40,802 43,159 40,786
110206 10,907 10,394 10,889 8,724 10,808 8,716
110207 10,914 14,315 10,905 9,547 11,514 9,538
Chromatografickou  kolonou  C18  byla  zjištěna  přítomnost  sacharosy  pouze  u  jednoho 
vzorku vína, 110142 – Chardonnay původem z Maďarska a to ve množství které nebylo dobře 
odlišitelné od šumu.
Zatímco u ionexové kolony byla sacharosa nalezena v osmnácti druzích vín,  viz Tab 26, 
což je známkou falšování vína. Ve většině vzorcích bylo nalezeno menší množství mannitolu, 
který vzniká přirozeně redukcí druhého uhlíku fruktosy působením použitých kvasinek.
Tab 26: Obsahy sacharosy ve vzorcích vín
Název vína a původ
Sacharosa 
[g.l-1]
Název vína a původ
Sacharosa 
[g.l-1]
Známkové víno, ČR, růžové 0,229 Müller thurgau, H, bílé 0,453
Chardonnay, CZ, bílé 0,364 Známkové víno, E, bílé 0,441
Ryzlink vlašský, CZ, bílé 0,444 Rulandské šedé,  CZ, bílé 0,606
Ryzlink rýnský,  CZ, bílé 0,606 Šumivé soare, PL, bílé 0,460
Zweigeltrebe,  CZ, růžové 0,257 Svatovavřinecké, SK, červené 0,549
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Název vína a původ
Sacharosa 
[g.l-1]
Název vína a původ
Sacharosa 
[g.l-1]
Červené víno, směs EU 0,307 Savignon, H, bílé 0,317
Müller thurgau,  CZ, bílé 0,290 Schardonnay, H, bílé 6,681
Rosé,  CZ, růžové 0,414 Pálava,  CZ, bílé 0,550
Müller thurgau,  CZ, bílé 0,307 Veltlín zelený,  CZ, bílé 0,676
Cabernet sauvignon, CZ, červ. 0,341
Obsahy sacharidů ve šťáve z černého bezu je znázroněn v  Tab 27,  na chromatografické 
koloně C18 je obecně obsah fruktosy i glukosy vyšší než na ionexové. 
Tab 27: Srovnání obsahu sacharidů ve vzorcích z černého bezu (12 vzorků)
Odrůda černého 
bezu
Fruktosa [g.l-1] Glukosa [g.l-1]
C18 ionex C18 ionex
DANA 0,0302 0,0218 0,0490 0,0270
ALLESÖ 0,0333 0,0163 0,0472 0,0176
BOHATKA 0,0074 0,0147 0,0138 0,0205
HEIDEGG 13 0,0171 0,0120 0,0286 0,0130
SAMBO 0,0168 0,0100 0,0273 0,0144
SAMPO 0,0197 0,0099 0,0435 0,0148
SAMBU 0,0202 0,0062 0,0420 0,0094
HASCHBERG 0,0353 0,0143 0,0611 0,0178
WEIHENSTEPHAN 0,0114 0,0074 0,0207 0,0114
SAMYL 0,0266 0,0115 0,0501 0,0112
ALBIDA 0,0252 0,0080 0,03275 0,0138
KÖSKÖR 0,0235 0,0177 0,03586 0,0235
Zatímco v černém bezu byly přítomny jen glukosa a fruktosa, u drobného ovoce to byla už 
i  sacharosa.  Množství  sacharidů  v  jednotlivých  druzích  drobného  ovoce  jsou  znázorněny 
v Tab 28, kde je také vidět, že na C18 byla sacharosa také zjištěna u černého rybízu a justy, 
zatímco na ionexové koloně pouze u angreštu. 
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Tab 28: Srovnání množství sacharidů v drobném ovoci
Druh ovoce
Fruktosa [g.l-1] Glukosa [g.l-1] Sacharosa [g.l-1]
C18 ionex C18 ionex C18 ionex
černý rybíz 0,0514 0,0830 0,0489 0,0668 0,0178 -
červený rybíz 0,0496 0,0647 0,0531 0,0458 - -
angrešt 0,1861 0,1555 0,1613 0,1423 0,0243 0,0414
justa 0,1692 0,1289 0,1581 0,0925 0,1594 -
 4.4 Srovnání vhodnosti kolon pro stanovení vzorků obsahující tagatosu
Z obrázků, na kterých je optimalizace metody,  Obr 17-21 a  Obr 29-32.  Je vidět, že pro 
stanovení tagatosy ve vzorku pomocí RID je vhodnější kolona C18, protože touto detekcí 
nebyla na ionexové koloně vidět. 
Obr 33: Porovnání dvou vybraných chromatogramů pro vhodnost stanovení tagatosy 
ve vzorku; kolona C18 (nahoře), kolona ionexová (dole);
tagatosa (1), fruktosa (2), glukosa (3) a sacharosa (4)
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 5 ZÁVĚR
V rámci literární rešerše byly z dostupných zdrojů zpracovány informace o základních 
přirozených sacharidech v nápojích. 
Hlavním cílem této práce bylo porovnání  metod používaných ke stanovení jednoduchých 
cukrů pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie na dvou kolonách, alkylové (C18) 
a ionexové s RID a jako kontrolní detekcí posloužila oblast UV-VIS. 
V  experimentální  části  byly  stanoveny  jednoduché  sacharidy  ve  vzorcích  vín,  šťávě 
z černého bezu a drobného ovoce. Pro kvalitativní vyjádření byly využity kalibrační závislosti 
pro jednotlivé standardní roztoky, zároveň byly porovnány retenční časy všech vyskytujících 
se sacharidů. 
Byla analyzována jak vína bílá, červená tak také vína růžová. Celkový rozsah sacharidů 
obsažených ve vzorcích byl v rozmezí 2,9-166,7 g.l-1 na alkylové koloně a 2,8-154,9 g.l-1 
na ionexové koloně, přičemž víno obsahující nejvíc fruktosu bylo víno č. 110186 – Pálava 
z Moravy,  nejméně  pak  č.  110094  –  Müller  thurgau  z  Moravy.  Naopak  nejvíce  glukosy 
obsahovalo opět víno č. 110186 – Pálava z Moravy a nejméně č. 110095 – Rose z Moravy. 
U řady vín byla navíc zjištěna přítomnost sacharosy a to v rozmezí 0,2-6,6 g.l-1, což může být 
ukazatelem  falšování  vín,  přesněji  protiprávní  doslazování  vín  po  průběhu  fermentace. 
Nejvíce  sacharosy  bylo  ve  vzorku  č.  110142  –  Chardonnay  z  Maďarska.  V  93  % 
analyzovaných  vín  byl  zjištěn  mannitol,  cukerný  alkohol  vzniklý  redukcí  C2  na  fruktose 
působením  kvasinek.  Tento  alkohol  má  za  následek  negativní  senzorickou  změnu  vína. 
Rozmezí  mannitolu  se  pohybovala  od  0,6-11,1  g.l-1,  přičemž nejvíce  jej  obsahovalo  víno 
110186 – Pálava z Moravy a nejméně pak 110086 – Veltlínské zelené z Moravy. 
V připravených vzorcích šťáv z černého bezu byla stanovena pouze glukosa a fruktosa 
a to v celkovém obsahu od 0,044-0,099 g.l-1 z 1 g plodů. Nejvíce sacharidů obsahovala odrůda 
Haschberg. Naopak šťávy z drobného ovoce obsahovaly i množství sacharosy. Na alkylové 
koloně  bylo  celkové  množství  stanoveno  na  0,11-0,48  g.l-1,  nejvíce  obsahoval  angrešt, 
na ionexové koloně bylo naměřeno 0,11-0,29 g.l-1 sacharidů, opět nejvíce v angreštu. 
Pokud  se  jedná  o  vhodnosti  jedné  nebo  druhé  kolony,  tak  právě  tou  vhodnější  pro 
stanovování sacharidů v těchto vzorcích byla shledána kolona ionexová, která byla přesnější 
a citlivější. Dalším důvodem pro toto tvrzení je to, že použitá alkylová kolona je starší a již  
nějakou dobu užívána k analýzám. 
Druhou fází  této  práce  je  optimalizace  metody pro  vzorky obsahující  tagatosu.  Jak na 
alkylové  tak  na  ionexové  koloně  byly  použity  různě  druhy  mobilní  fáze  jako  ukazatel 
optimalizace, ostatní parametry analýzy zůstaly stejné. U alkylové kolony byla kritickou mezí 
pro  správné  rozlišení  mobilní  fáze  o  složení  ACN:W –  80:20.  U  kolony  ionexové  byly 
proměřeny taktéž různé mobilní fáze o různém složení,  avšak u této kolony byla tagatosa
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vyplavována zároveň s fází nástřiku, na RID tedy nebyla zaznamenána ani při složení MF 95 
ACN a 5 W, byla pouze vidět na kontrolním detektoru UV-VIS. Výsledkem tedy je, že pro 
analýzu tagatosy na této koloně je třeba ji  zaznamenávat na UV-VIS detektoru, nebo tuto 
chromatografickou kolonu na tuto analýzu nevyužívat. Každopádně tato problematika by stála 
za další práci.
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 7 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK
 7.1 Symboly a jednotky
g gram jednotka hmotnosti
kJ kilojoule jednotka energie
g/cm3 gram na kubický centimetr jednotka hustoty
° C stupně Celsia jednotka teploty
g/l gram na litr jednotka koncentrace
g/mol gram na mol jednotka molekulové hmotnosti
MPa megapasscal jednotka tlaku
h hodina jednotka míry času
mmol/l milimol na litr jednotka koncentrace
mg/kg miligram na kilogram jednotka obsahu
cm centimetr jednotka délky
% hm hmotnostní procenta jednotka obsahu
m metr jednotka délky
kcal/g kilocalorie na gram jednotka energie na hmotnost
% obj objemová procenta jednotka obsahu
ml mililitr jednotka objemu
l litr jednotka objemu
ml/min mililitr za minutu jednotka průtoku
 7.2 Zkratky
aj. zkratka a jiné
CAS chemical abstract services 
pH jednotka kyselosti
cAMP cyklický adenosinmonofosfát
Např. zkratka například
tj. zkratka to je
72
GI glykemický index
ADA The american diabetics association
Kp koeficient přesycení
CaCl2 chlorid vápenatý
FDA The food and drug administation
SCFA Short chain fatty acid
Tv teplota varu
Cu 2+ měďnaté ionty
Cu2O oxid měďný
NMR nukleární magnetická rezonance
M molekulová hmotnost
HPLC Hight performance liquid chromatography
MF Mobilní fáze
UV-VIS ultrafialové a viditelné
CZ Česká republika
EU Evropská únie
A Rakousko
H Maďarsko
E Španělsko
PL Polsko
IT Itálie
SK Slovenská republika
FCH VUT Fakulta chemická, Vysoké učení technické
SZPI Státní zemědělská a potravinářská inspekce
ACN acetonitril
W deionizovaná voda
RID refraktometrický detektor
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 8 PŘÍLOHY
Příloha 1: Naměřené hodnoty kalibrační závislosti pro C18
• Glukosa
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehliv
ostiI. II. III. IV.
0,3 90,453 108,640 87,543 92,786 94,855 7,310 7,163
1,5 183,528 148,699 158,931 188,876 170,009 14,937 14,638
3,0 249,272 297,440 269,645 280,021 274,095 15,595 15,283
15,0 1049,451 1741,496 738,164 918,286 1111,849 339,840 333,037
30,0 2225,689 2441,156 2673,518 2451,126 2447,872 141,659 138,824
• Fruktosa
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehliv
ostiI. II. III. IV.
0,3 110,012 123,745 89,650 80,651 101,014 15,110 14,807
1,5 285,660 291,753 252,077 272,707 275,549 13,592 13,321
3,0 469,851 444,028 438,001 487,971 459,963 17,991 17,631
15,0 1171,073 1565,251 2405,548 1260,976 1600,707 435,670 426,948
30,0 3067,682 3336,163 3010,007 2745,698 3039,888 187,612 183,857
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• Sacharosa 
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehliv
ostiI. II. III. IV.
0,3 60,769 91,863 63,787 80,650 74,267 11,335 11,108
1,5 100,673 138,959 123,768 102,836 116,559 14,103 13,820
3,0 209,850 184,028 218,001 207,971 204,963 11,324 11,098
15,0 871,073 865,250 955,548 1290,957 995,707 155,781 152,662
30,0 2067,682 2136,163 1915,698 1750,007 1967,388 133,019 130,356
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Příloha 2: Naměřené hodnoty kalibrační závislosti pro C18
• Glukosa
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehlivo
stiI. II. III. IV.
1,0 697,263 682,369 741,177 638,455 689,816 10,532 16,758
3,0 998,191 1271,984 1186,449 1083,727 1135,088 119,383 189,966
5,0 1753,256 1841,252 1848,615 1745,893 1797,254 55,219 87,866
10,0 3303,361 4100,391 3753,237 3650,515 3701,876 328,077 522,044
15,0 5812,659 5635,269 5775,325 5672,603 5723,964 83,685 133,161
30,0 10346,370 9755,693 10102,390 9999,672 10051,033 244,763 189,473
• Fruktosa
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehlivo
stiI. II. III. IV.
1,0 795,838 711,300 815,583 691,555 753,569 61,278 97,506
3,0 1028,348 1265,056 1208,716 1084,688 1146,702 109,098 173,599
5,0 1621,800 1825,377 1785,603 1661,575 1723,588 97,319 154,857
10,0 3611,572 4454,806 4095,203 3971,175 4033,189 347,953 553,670
15,0 6356,557 6291,926 6386,256 6262,228 6324,242 57,097 90,853
30,0 11560,000 10693,590 11188,811 11064,782 11126,793 357,316 568,569
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• Sacharosa
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehlivo
stiI. II. III. IV.
1,0 737,397 745,632 819,884 663,146 741,514 64,076 101,959
3,0 1078,448 1383,242 1309,241 1152,476 1230,845 139,920 222,644
5,0 1674,613 1889,579 1860,465 1703,727 1782,096 108,610 172,823
10,0 3631,322 4420,635 4104,343 3947,605 4025,974 328,524 522,754
15,0 6600,769 6377,444 6567,476 6410,738 6489,107 111,386 177,239
30,0 11652,110 11768,991 11788,909 11632,180 11710,545 79,823 127,016
• Mannitol
c [g.l-1]
Plocha píku [mV.s] ∅  Píku 
[mV.s]
Směr. 
odchylka
Interval 
spolehlivo
stiI. II. III. IV.
1,0 59,872 62,325 69,749 52,448 61,099 7,134 11,352
3,0 109,197 115,367 120,933 103,631 112,282 7,499 11,933
5,0 247,542 260,716 262,780 245,478 254,129 8,878 14,127
10,0 446,585 485,981 461,434 444,132 452,782 8,689 13,827
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Příloha 3: Naměřená data SZPI enzymaticky na SPECOLU
Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1] Kód vína
Koncentrace [g.l-1]
Σ  [g.l-1]
fruktosa glukosa fruktosa glukosa
110057 35,332 9,846 45,18 110122 13,534 1,856 15,39
110060 5,736 1,662 7,40 110123 7,235 0,589 7,82
110061 7,582 2,514 10,10 110135 18,201 18,019 36,22
110062 6,598 6,057 12,66 110136 35,098 29,457 64,56
110063 4,196 4,551 8m75 110137 11,577 7,802 19,38
110064 7,247 7,052 14,30 110138 10,466 8,744 19,21
110086 9,255 1,433 10,69 110140 13,417 11,046 24,45
110088 4,082 0,661 4,74 110141 6,516 5,556 12,07
110090 3,260 0,539 3,80 110142 11,460 11,511 22,97
110091 1,978 0,592 2,57 110143 17,106 16,097 33,20
110094 1,378 1,422 2,80 110144 4,662 2,816 7,48
110095 9,355 0,398 9,75 110178 5,454 3,788 9,24
110098 3,978 3,986 7,96 110180 19,103 1,947 21,05
110101 2,259 1,799 4,06 110182 3,383 2,772 6,15
110103 1,617 1,935 3,55 110183 7,302 0,836 8,14
110107 5,046 4,810 9,86 110184 12,555 0,912 13,47
110108 4,624 4,166 8,79 110185 22,099 2,637 24,74
110109 3,533 3,373 6,91 110186 113,508 40,802 154,31
110118 11,008 10,731 21,74 110206 10,907 8,724 19,63
110119 11,008 11,129 22,14 110207 10,914 9,547 20,46
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